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Einleitung 6
1 Einleitung
Oxidativem Stress, definiert als 
Ungleichgewicht zwischen oxidativen 
und antioxidativen Prozessen im 
Organismus, wird eine Rolle in der 
Pathogenese vieler Krankheiten 
zugesprochen. Darunter befinden sich 
die großen Zivilisationskrankheiten 
unserer Zeit wie Diabetes mellitus, 
Atherosklerose und Krebs, aber auch 
eher seltener auftretende 
Erkrankungen, z.B. Morbus Crohn oder 
Zystische Fibrose [1]. 
Abbildung 1-1 Die in der vorliegenden Arbeit 
durchgeführten Untersuchungen umfassen die 
Schnittmenge mehrerer pathologischer 
Vorgänge und Krankheiten.
In der Entstehung einer Atherosklerose wird die oxidative Modifizierung von Low 
Density Lipoproteinen (LDL) als ein entscheidender auslösender Faktor angesehen, 
der über die Induktion spezieller Rezeptoren für modifizierte LDL, sogenannter 
Scavenger-Rezeptoren, zur Ausbildung von Schaumzellen führt. Solche durch 
unregulierte Cholesterolaufnahme veränderten Makrophagen und glatte 
Muskelzellen stellen die ersten sichtbaren Zeichen einer arteriosklerotischen Läsion 
dar.
Ziel dieser Arbeit ist es, den Einfluss des oxidativen Stresses, in Form von oxidativ 
modifizierten LDL (oxLDL) auf die Expression der Scavenger-Rezeptoren CD36 und 
SR-BI zu untersuchen. Zusätzlich sollen Regulationsmechanismen dieser 
Geninduktion durch Quantifizierung des Transkriptionsfaktors PPARγ analysiert 
werden. In einigen Studien wurde bereits nachgewiesen, dass oxLDL die 
Genexpression von CD36 über Aktivierung von PPARγ erhöhen [2]. Eine 
Untersuchung der Beziehung zwischen PPARγ und SR-BI, dem als Scavenger-
Rezeptor eine zu CD36 quantitativ gleichrangige Bedeutung in der Aufnahme von 
oxLDL eingeräumt wird, fand jedoch noch nicht statt.
Ob die durch Versuche mit in vitro oxidierten LDL gewonnenen Erkenntnisse sich 
auch auf mutmaßlich in vivo oxidierte LDL übertragen lassen, soll durch ähnliche 
Untersuchungen mit LDL von Patienten mit gestörter Glukosetoleranz (IGT) geklärt 
werden. Für Patienten, die an Diabetes mellitus Typ 1 oder Typ 2 leiden, wurden 
bereits erhöhte Werte für Indikatoren des oxidativen Stresses festgestellt [3, 4], auch 
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konnten erhöhte Konzentrationen an zirkulierenden oxLDL gemessen werden [5]. Es 
ist zudem bekannt, dass Diabetes mellitus eine verstärkte Atherosklerose zur Folge 
hat, die zur gesteigerten Mortalität dieser Erkrankung beiträgt [6, 7]. Die 
Untersuchung von LDL aus Patienten mit gestörter Glukosetoleranz, dem Vorstadium 
von Diabetes mellitus Typ 2, bezüglich ihres Einflusses auf die Expression von 
CD36, SR-BI und PPARγ gestattet es, die Beziehung zwischen oxidativem Stress, 
Atherosklerose und Störungen der Glukosetoleranz näher zu beleuchten und auch 
quantitativ deutlich zu machen. 
Da Atherosklerose oft als chronisch entzündlicher Prozess beschrieben wird [8], soll 
neben der Untersuchung der Genexpression der genannten Rezeptoren auch die 
Ausschüttung pro-inflammatorischer Zytokine durch Makrophagen bestimmt werden, 
sowohl nach Inkubation mit in vitro oxidierten LDL, als auch ex vivo mit LDL, die aus 
dem Plasma von IGT-Patienten isoliert wurden.
Durch die vorliegende Arbeit sollen folgende Fragestellungen beantwortet werden:
in vitro - Untersuchungen
 Modifizieren Hypochlorit-oxidierte LDL die Expression von CD36, SR-BI und 
PPARγ in Makrophagen?
 Kann die in der Literatur beschriebene Induktion von CD36 durch PPARγ
bestätigt werden?
 Besteht ein Zusammenhang zwischen SR-BI- und PPARγ-Expression?
 Welchen Einfluss haben Hypochlorit-oxidierte LDL auf die Freisetzung pro-
inflammatorischer Zytokine (TNFα, MCP-1) durch Makrophagen?
 Besteht eine Assoziation zwischen PPARγ-Expression und der Ausschüttung 
pro-inflammatorischer Zytokine in Makrophagen?
ex vivo - Untersuchungen
 Induzieren die aus IGT-Patienten isolierten LDL eine unterschiedliche 
Genexpression von CD36, SR-BI, PPARγ im Vergleich zu Kontrollen mit 
normaler Glucosetoleranz?
 Haben LDL, die von Patienten mit gestörter Glukosetoleranz gewonnen 
worden sind, einen Einfluss auf die Produktion pro-inflammatorischer Zytokine 
in Makrophagen?
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2 Theoretische Grundlagen
2.1 Oxidativer Stress
Vor etwa 2,5 Milliarden Jahren erlebten die damals auf der Erde existierenden 
anaeroben Mikroorganismen die aus ihrer Sicht wohl größte „Luftverschmutzung“ 
aller Zeiten. Ungehemmte Vermehrung von Bakterien, die die Fähigkeit zur 
Photosynthese erworben hatten und damit durch Wasserspaltung mit Freiwerden 
elementaren Sauerstoffs einen bedeutenden evolutionären Vorteil in Ihrer 
Energiegewinnung besaßen, führten zu einem Anwachsen der atmosphärischen 
Sauerstoffkonzentration mit tödlichen Folgen für viele damalige Erdenbewohner. Der 
toxischen, mutagenen Substanz Sauerstoff hatten viele der bis dato existierenden 
Organismen keine Abwehrmechanismen entgegenzusetzen, so dass letztendlich nur 
jene überlebten, die sich davon abschirmen konnten und deren Nachfahren uns 
wahrscheinlich heute noch begegnen. Für andere hingegen eröffneten sich durch 
Nutzung des Sauerstoffs für metabolische Prozesse und Energieproduktion und 
durch Entwicklung antioxidativer Mechanismen vollkommen neue evolutionäre 
Perspektiven. Mit der sich aus atmosphärischem Sauerstoff entwickelnden 
Ozonschicht und der Abschirmung der ultravioletten solaren Strahlung ebnete sich 
für einige auch der Weg aus den Tiefen der Meere an das Land. 
2,5 Milliarden Jahre später hat der Sauerstoff nichts von seiner aggressiv toxischen 
Potenz eingebüßt. Als in den 40er Jahren des letztens Jahrhunderts bei 
frühgeborenen Säuglingen ein abruptes Ansteigen der sogenannten „Retrolentalen 
Fibroplasie“ beobachtet wurde, die häufig zu Blindheit führte, wusste man erst nichts 
über dessen Ursache. Erst 1954 wurde klar, dass die hohen 
Sauerstoffkonzentrationen in den Inkubatoren für Frühgeborene die Ursache 
darstellte, der nachfolgend mit Kontrolle der benötigten O2-Konzentration und Gabe 
von alpha-Tocopherol als Antioxidanz entgegengewirkt werden konnte [9, 10]. 
Sauerstoff wirkt jedoch nicht nur in der Reinform schädlich, sondern vor allem auch in 
Form von reaktiven Sauerstoffspezies, oft auch als freie Radikale bezeichnet.  
Tabelle 2-1 gibt einen Überblick über die wichtigsten Vertreter dieser Gruppe. 
Demgegenüber stehen eine Reihe evolutionär gewachsener antioxidativer 
Schutzmechanismen des Organismus, die in Tabelle 2-2 exemplarisch 
zusammengefasst sind.  
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Als oxidativen Stress bezeichnet man ein signifikantes Ungleichgewicht zwischen 
reaktiven Sauerstoffspezies auf der einen Seite und der antioxidativen Kapazität auf 
der anderen Seite [11]. Das Übergewicht der reaktiven Sauerstoffspezies führt durch 
Oxidation zu Schäden an Lipiden, Proteinen sowie Nukleinsäuren und ist an der 
Entstehung zahlreicher Krankheiten beteiligt. Dazu zählen neben Atherosklerose, 
Diabetes mellitus, Krebs, allgemeinem Alterungsprozess auch Morbus Crohn, 
Morbus Alzheimer und immunologische Erkrankungen [1]. Für die Entwicklung der 
Atherosklerose wird insbesondere die oxidative Modifizierung von Low Densitity 
Lipoproteinen (oxLDL, siehe 2.1.4) verantwortlich gemacht.
2.1.1 Reaktive Sauerstoffspezies
Formel Name Bemerkung
Reaktive Sauerstoffspezies (ROS)
O2-• Superoxidanion entsteht physiologisch vor allem in der Elektronentransportkette 
im Mitochondrium
OH• Hydroxylradikal sehr reaktiv, initiiert Lipidperoxidation
H2O2 Wasserstoffperoxid stabil, kann das reaktive Hydroxylradikal bilden
1O2 Singulett-Sauerstoff kein Radikal, jedoch quantenenergetisch angeregter Zustand
HOCl Hypochlorit entsteht aus Wasserstoffperoxid, katalysiert durch 
Myeloperoxidase (MPO), welche nur in neutrophilen 
Granulozyten und Monozyten vorhanden ist, stark mikrobizid
RO• Alkylradikal gebildet durch Oxidation organischer Moleküle
ROO• Peroxyradikal gebildet durch Oxidation organischer Moleküle, z.B. Lipidperoxid 
im Rahmen der Lipidperoxidation
Reaktive Stickstoffspezies (RNS)
NO• Stickstoffmonoxid durch NO-Synthetasen (NOS) gebildet, kann durch Reaktion mit 
Superoxidanion das sehr reaktive Peroxynitrit bilden
ONOO- Peroxynitrit schädigt DNA, Proteine, Lipide, kann nach Protonierung zu 
Stickstoffdioxid und Hydroxylradikal zerfallen
Tabelle 2-1: Die wichtigsten reaktiven Spezies und freien Radikale, die im Rahmen des 
oxidativen Stresses für die Schädigung von Lipiden, Proteinen und Nukleinsäuren 
verantwortlich gemacht werden.
Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) können durch externe Noxen im Körper entstehen 
oder diesem von außen zugeführt werden. Zellschädigung hat meist die Bildung von 
ROS zur Folge, weshalb physikalische Noxen (z.B. Trauma), chemische Noxen   
(z.B. Säuren) oder biologische Noxen (z.B. Toxine aus Bakterien) zur ROS-Bildung 
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beitragen. ROS können auch von extern in den Organismus gelangen, insbesondere 
durch Zigarettenrauchen, oder durch generelle Luftverschmutzung.
ROS entstehen im Körper jedoch ebenso auf physiologischem Weg. So kommt es 
bei der Energiegewinnung in Mitochondrien im Rahmen des Elektronentransports zur 
intermediären Bildung von ROS, in diesem Fall des Hydroxylradikals und des 
Superoxidanions [9]. Auch durch Makrophagen oder neutrophile Granulozyten wird 
bei immunologischen Abwehrreaktionen eine Anzahl reaktiver Sauerstoffspezies 
freigesetzt, die ihre toxische Wirkung an Bakterien entfalten. In der Leber können 
während der Oxidation von Metaboliten reaktive Sauerstoffspezies entstehen [12].
2.1.2 Antioxidative Schutzmechanismen
Der Vielzahl an reaktiven Sauerstoffspezies steht ein Heer von antioxidativen 
Enzymen und Molekülen gegenüber. Eine Auswahl ist in Tabelle 2-2 dargestellt. 
Enzymatische Antioxidanzien
Katalase katalysiert Reduktion von H2O2 zu Wasser
Superoxiddismutase wandelt Superoxidanion in H2O2 und O2 um
Glutathion-Peroxidase katalysiert Reduktion von H2O2 zu Wasser
Nicht-enzymatische Antioxidanzien
Glutathion wirkt als Kosubstrat der Glutathion-Peroxidase, ist aber auch 
direkter Radikalfänger
Urat Radikalfänger
Askorbinsäure (Vitamin C) Radikalfänger, Regenerierung von Alpha-Tocopherol
Alpha-Tocopherol (Vitamin E) membranständig, wichtigstes Antioxidanz zur Unterbrechung 
der Kettenreaktion der Lipidperoxidation, 
Peroxylradikalfänger
Tabelle 2-2: Beispiele wichtiger antioxidativer Schutzmechanismen des Körpers, modifiziert 
nach Willcox et al. [11].
Als Antioxidanz wurde jede Substanz definiert, die, wenn sie in geringerer 
Konzentration als die zu oxidierenden Substrate präsent ist, deren Oxidation 
verzögert, beziehungsweise ganz verhindert [11]. Zu den bedeutendsten antioxidativ 
wirkenden Enyzmen im Organismus zählt die Superoxiddismutase sowie Katalase 
und Peroxidase, die die Bildung freier Radikale aus reaktiven Sauerstoffspezies 
verhindern. Sie stellen somit die erste „Verteidigungslinie“ dar. Vitamine C und E, 
sowie das im Körper gebildete Urat dienen der Verhinderung bzw. Begrenzung der 
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Lipidperoxidation. Nach Eintritt oxidativer Schäden an Lipiden, Proteinen oder DNA-
Molekülen, fördern Lipasen, Proteasen und DNA-Reparaturenzyme die Regeneration 
des Gewebes [11].
2.1.3 Klinische Studien
Aufgrund der nachgewiesenen Assoziation von oxidativem Stress und oben 
genannten Krankheiten wurden viele klinische Studien durchgeführt, die den 
Zusammenhang zwischen der Gabe von Antioxidanzien und klinischen Ereignissen 
untersuchten, um die Bedeutung des oxidativen Stresses in der Pathogenese von 
Erkrankungen abzuschätzen und den präventiven oder therapeutischen Nutzen der 
Einnahme von Antioxidanzien zu belegen.
In einer Studie des National Institute of Ageing [13], in der 11.000 Personen im Alter 
von 67 bis 105 Jahren mehrmals im Abstand von wenigen Jahren zu ihrer Einnahme 
an Antioxidanzien befragt wurden, konnte für Vitamin C und Vitamin E eine 
bedeutende Verringerung der Gesamtmortalität festgestellt werden. Durch Einnahme 
von Vitamin E wurde das relative Risiko in den durchschnittlich 6 Jahren der 
Beobachtungszeit an einer Krankheit zu sterben auf 66% reduziert, für Tod durch 
Herz-Kreislauf-Erkrankungen auf 53% im Vergleich mit der Kontrollgruppe. Durch 
kombinierte Einnahme von Vitamin C und E ließ sich eine weitere Reduzierung 
erreichen auf 58% (Gesamtmortalität) bzw. 47% (Tod durch Herz-
Kreislauferkrankung).
In der Health-Professionals-Studie [14] wurde bei 39.910 befragten Personen nach 
Kontrolle anderer Risikofaktoren eine 39%ige Reduktion in klinischen 
Koronarereignissen festgestellt, für Personen mit der anamnestisch höchsten 
Vitamin-E-Einnahme im Vergleich zu denen der Niedrigsten.
In der 87.245 Frauen umfassenden Nurses Health Studie [15] wurde unter Vitamin-E-
Einnahme eine mittlere Reduktion des relativen Risikos ein klinisches Herz-Kreislauf-
Ereignis zu erleben auf 59% ermittelt, nach statistischer Adjustierung und Kontrolle 
anderer Risikofaktoren wie Rauchen, Alter und Einnahme anderer Antioxidanzien.
Diese Auflistung signifikanter Studienergebnisse, die auf eine bedeutende Rolle des 
oxidativen Stresses in der Entstehung von insbesondere kardiovaskulären 
Erkrankungen hindeuten, soll nicht davon ablenken, dass in der Therapie bzw. der 
Sekundärprävention dieser Krankheiten die Gabe von Antioxidanzien bis dato 
ungenügende Ergebnisse liefert.
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So zeigte sich in der prospektiven, doppelblinden SECURE Studie [11], die die 
Progression der Atherosklerose in 732 Hochrisikopatienten unter Behandlung mit 
einem ACE-Hemmer (Ramipril) und Vitamin E untersuchte, keine signifikante 
Verminderung der Atheroskleroseentwicklung durch Vitamin E im Vergleich mit der 
Kontrollgruppe. Eine weitere Studie (VEAPS [16]) zeigte zwar eine Verminderung 
des oxidativen Stresses, jedoch keine Verbesserung der Intima-Media-Dicke in 
Patienten, die mit Vitamin E behandelt wurden. 
Die genannte Auflistung stellt nur einen Teil zahlreicher Studien dar, die den Einfluss 
von Antioxidanzien auf die Krankheitsprogression untersuchten [11, 17].
2.1.4 Oxidativ modifizierte LDL
Die in vivo - Oxidation von Low Density Lipoproteinen stellt einen außerordentlich 
komplexen Vorgang dar, der bis heute noch nicht bis in das letzte Detail verstanden 
ist. Auch herrscht Unklarheit darüber, welche der weiter oben genannten 
Mechanismen und Enzyme des oxidativen Stresses daran hauptsächlich beteiligt 
sind. So kann der Protein- und auch der Lipidanteil der LDL oxidativ verändert 
werden, sowie die einzelnen Moleküle der Lipidunterklassen (z.B. Triglyzeride, 
Cholesterolester, Fettsäuren) für sich. Das Ausmaß der Oxidation hängt von der 
Menge der pro-oxidativen und anti-oxidativen Moleküle in der unmittelbaren 
Umgebung, sowie der Zeitdauer der Exposition ab. Demzufolge gibt es eine große 
Bandbreite an oxidierten LDL, eine heterogene Gruppe an Molekülen, die man am 
ehesten über ihre veränderten funktionellen Eigenschaften definiert und nicht mit 
Hilfe chemischer Strukturformeln [18].
Diesen modifizierten LDL wird eine ganze Reihe pro-atherogener Eigenschaften 
zugeschrieben. So sind sie potente Chemoattraktoren für zirkulierende Monozyten 
[19] und T-Zellen [20], hemmen die Motilität residenter Makrophagen [19], fördern die 
Proliferation von glatten Muskelzellen [21-23] und hemmen die Vasomotorik durch 
Suppression der Bildung von Stickstoffmonoxid [24]. Ebenso weisen besonders stark 
oxidierte LDL zytotoxische Eigenschaften auf [25].
In vielen durchgeführten in vitro - Untersuchungen werden Kupfer-oxidierte LDL 
verwendet, um die im Körper ablaufende oxidative Modifizierung der LDL zu 
simulieren [26-28]. Es ist jedoch unwahrscheinlich, dass Katalysierung durch 
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Metallionen im Organismus in größerem Umfang stattfindet, weshalb die 
beobachteten Ergebnisse aufgrund der oben beschriebenen Heterogenität der LDL 
möglicherweise nicht in vollem Umfang als Erklärung für in vivo ablaufende Prozesse 
herhalten können. Wahrscheinlicher ist, dass die während eines „oxidative burst“ von 
Monozyten / Makrophagen und neutrophilen Granulozyten durch physiologisch 
aktivierte Myeloperoxidase gebildete hypochlorische Säure einen größeren Anteil an 
der in vivo - Oxidation von LDL hat [29]. Um den Ereignissen im Körperinneren 
möglichst nahe zu kommen und um in vitro gewonnene Erkenntnisse auch 
entsprechend bewerten zu können, wurden in den durchgeführten in vitro -
Versuchen ebenfalls sogenannte Hypochlorit-oxidierte LDL (HOCl-LDL) eingesetzt 
(siehe 3.3.2).
2.2 Diabetes mellitus und gestörte Glukosetoleranz
Etwa 4 Millionen Menschen waren im Jahr 2001 in Deutschland an Diabetes mellitus 
erkrankt. Es wird damit gerechnet, dass es aufgrund der demographischen 
Entwicklung zu einem Anstieg der Prävalenz um ca. 50% bis zum Jahr 2030 kommt 
[30]. Die entsprechenden klinischen Sekundärerkrankungen wie Schlaganfall, 
Myokardinfarkt, diabetische Retinopathie, Nephropathie, periphere Polyneuropathie 
und der diabetische Fuß machen den Diabetes mellitus, der für sich allein nur durch 
hohe Plasmaglukosekonzentrationen definiert ist, zu einem Leiden, das dem 
Einzelnen sowie der Volkswirtschaft eine große Bürde auferlegt.
Diabetes mellitus ist wie die Atherosklerose, die nachfolgend besprochen wird    
(siehe 2.3), eine der Haupterkrankungen, in deren Pathogenese das Vorhandensein 
von oxidativem Stress eine möglicherweise entscheidende Rolle spielt. So konnte 
bereits in vielen Studien gezeigt werden, dass sowohl beim Typ-1-Diabetiker, als 
auch bei dem viel häufigeren Diabetes mellitus Typ 2 ein Ungleichgewicht zwischen 
oxidativen und antioxidativen Prozessen existiert, mit entsprechender oxidativer 
Schädigung von DNA, Proteinen und Lipiden [3]. Ebenso ist bekannt, dass Diabetiker 
ein etwa 2-8fach erhöhtes Risiko besitzen, an den Folgen einer Atherosklerose zu 
erkranken [31]. 
Die Ursachen der Assoziation zwischen Diabetes mellitus und Atherosklerose 
werden im wesentlichen dem bei Diabetikern gestörten Fettstoffwechsel 
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zugeschrieben als auch den durch Glykosylierung von Proteinen, auch von LDL –
Apoproteinen, entstehenden Advanced Glycation Endproducts (AGE’s). Die 
Modifikation der Lipoproteine erfolgt jedoch nicht nur durch Glykosilierung, sondern 
auch oxidativ (siehe 2.1.4). Es ist daher wichtig zu untersuchen, welche Bedeutung 
oxidativer Stress, dem auch eine entscheidende Funktion in der Atherogenese 
zukommt (siehe 2.3.1), als Bindeglied dieser beiden Erkrankungen hat.
Für die Entstehung oxidativen Stresses in Patienten mit Diabetes mellitus kann es 
grundsätzlich zwei Ursachen geben. Entweder es liegt ein Übermaß an reaktiven 
Sauerstoffspezies vor oder es steht eine zu geringe Menge an anti-oxidativer 
Kapazität zur Verfügung. Beides führt zu einem Überwiegen oxidativer Vorgänge mit 
entsprechenden Konsequenzen. 
In vielen Studien wurde eine herabgesetzte anti-oxidative Kapazität in Plasma von 
Patienten mit Diabetes mellitus festgestellt [3]. Leonhardt et al. konnten eine 
statistisch signifikante Abnahme von Alpha-Tocopherol in der LDL Fraktion der 
Lipoproteine in Diabetikern im Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen ermitteln [4]. 
Alpha-Tocopherol (Vitamin E) gilt als die wichtigste antioxidative Substanz im LDL-
Partikel, die für über 90% des Schutzes gegen Lipidperoxidation verantwortlich ist 
[32]. Salonen et al. konnten in einer Studie mit 911 finischen Probanden zeigen, dass 
eine Abnahme an Alpha-Tocopherol ein starker Indikator für den Ausbruch von 
Diabetes Typ 2 darstellt [33].
Es stellt sich die Frage, ob oxidativer Stress eine Rolle in der Ätiologie des Diabetes 
mellitus spielt, oder ob erst durch Diabetes mellitus ein oxidatives Ungleichgewicht 
ausgelöst wird. Insofern ist es von Bedeutung zu ergründen, ob oxidativer Stress 
bereits im Vorstadium von Diabetes mellitus Typ 2, im Stadium der gestörten 
Glukosetoleranz (IGT), auftritt und dort bereits messbare oxidative Schäden gesetzt 
werden.
Einige Studien konnten bereits eine Erhöhung von Serum-Markern des oxidativen 
Stresses in Patienten mit gestörter Glukosetoleranz aufzeigen. So zeigten sich 
erhöhte TBARS-Werte (Thiobarbitursäure-reaktive Substanzen als Maß der 
Lipidperoxidation) in IGT-Patienten [34] bei gleichzeitiger Erniedrigung der anti-
oxdiativen Kapazität [35]. Auch Isoprostane, als weiterer bedeutender Marker für die 
Oxidation von Lipiden, wiesen auf oxidativen Stress bereits in IGT-Patienten hin [36].
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Ein Ziel dieser Arbeit ist es deshalb, den Einfluss des oxidativen Stresses in IGT-
Patienten auf die Expression der atherogenen Scavenger-Rezeptoren (siehe 2.3.3) 
zu quantifizieren, um die Bedeutung von oxidativem Stress in der Pathogenese der 
diabetischen Folgeerkrankungen sowie in der Assoziation von Atherosklerose und 
Diabetes mellitus zu untersuchen.
2.3 Atherosklerose
Die Begriffe Atherosklerose und Arteriosklerose werden im Deutschen meist 
synonym gebraucht und stehen nach WHO-Definition für eine variable Kombination 
von Veränderungen der Intima arterieller Blutgefäße, bestehend aus herdförmigen 
Ansammlungen von Lipiden, komplexen Kohlenhydraten, Blut und Blutbestandteilen, 
Bindegewebe und Ablagerung von Calciumsalzen, verbunden mit Veränderungen 
der Arterienmedia.
Die Atherosklerose, im 15. Jahrhundert durch Leonardo da Vinci erstmals 
beschrieben, stellt eine der weltweit am häufigsten vorkommenden Krankheiten dar.  
Sie tritt jedoch klinisch meist erst im späteren Lebensalter in Erscheinung in Form 
von Myokardinfarkt, Apoplex, peripherer arterieller Verschlusskrankheit. Die dann 
eingetreten klinischen Veränderungen sind therapeutisch kaum zu beeinflussen und 
führen nicht selten auch direkt zum Tode. Durch Atherosklerose verursachte 
Krankheiten stehen in fast jedem Land an der Spitze der Mortalitätsstatistiken. Im 
Jahr 2001 konnten für Deutschland 396.622 Todesfälle allein durch Herz-Kreislauf-
Erkrankungen registriert werden [37].
Der Grundstein für diese oft fatalen Folgen wird jedoch bereits Jahrzehnte vor dem
klinisch signifikanten Ereignis gelegt. Schon im 19. Jhd. waren die grundlegenden 
pathomorphologischen Veränderungen der Arterien im Verlauf einer Atherosklerose 
bekannt [38]. So zeigen sich bereits im Adoleszentenalter die sogenannten 
Fettstreifen, die das erste morphologisch fassbare Substrat dieser Erkrankung 
darstellen. Im weiteren Verlauf kommt es zur Bildung von fibrösen Plaques und 
sogenannten komplexen Plaques oder Läsionen. Das Auslösende Ereignis für einen 
Myokardinfarkt oder Schlaganfall stellt dann meist die Ruptur solch eines Plaques 
dar, mit nachfolgender Thrombembolie des Gefäßes [39].
Wie bei vielen Krankheiten sind die ersten sichtbaren Zeichen jedoch nicht der 
Beginn der Erkrankung, sondern stellen bereits eine Veränderung dar, die durch 
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vorher ablaufende, „unsichtbare“, pathobiochemische Prozesse ausgelöst wird. Ziel 
dieser Arbeit soll es ein, einen Beitrag zur Aufklärung dieser Mechanismen zu leisten. 
Die größten Risikofaktoren der Atherogenese sind bereits seit vielen Jahren bekannt 
und stellen im Moment die wichtigsten Angriffspunkte zur Prävention der 
Atherosklerose dar. Nach heutigem Erkenntnisstand sind dies Dyslipidämie, 
Rauchen, Diabetes mellitus, Hypertonie und auch Hyperhomocysteinämie. Dabei 
potenzieren sich diese Faktoren auch wechselseitig, so dass ein hypertensiver 
Raucher mit erhöhten Blutglukose- und Blutfettwerten ein vielfach erhöhtes Risiko 
trägt, an einer der Folgen der Atherosklerose zu sterben. 
Dyslipidämie im Sinne einer Erhöhung insbesondere des LDL-Cholesteringehalts des 
Blutes (Hypercholesterolämie) stellt einen der stärksten der genannten 
Risikofaktoren dar. Dies schließt man z.B. aus Mortalitätsraten von Patienten, die an 
bestimmten, genetisch bedingten Lipidstoffwechselstörungen leiden. So zeigten 
Kinder, die an familiärer Hypercholesterolämie litten und sonst keinen der anderen 
genannten Risikofaktoren aufwiesen, bereits im Alter von 5 Jahren Symptome einer 
koronaren Herzkrankheit [40]. 
Todesfälle, die durch koronare Herzkrankheit bedingt waren, lagen in Japan vor 50 
Jahren bei etwa einem Zehntel der Zahl, die heute in den USA vorherrscht, obwohl 
Inzidenz von hohem Blutdruck und Rauchen im Japan der damaligen Zeit weit höher 
lagen als in den Vereinigten Staaten. Der durchschnittliche Blutcholesterinwert im 
damaligen Japan wies jedoch mit 4,14 mmol/l (160 mg/dl) einen deutlich niedrigeren 
Wert auf, als der in der heutigen USA gemessene [40].
Die logische Annahme, dass das, im Gegensatz zu HDL oft als „das schlechte 
Cholesterin“ klassifizierte, Low Density Lipoprotein einfach auf Grund seines 
Überangebots per hinreichend beschriebenem LDL-Rezeptor in Zellen der 
Gefäßwände aufgenommen wird, mit anschließender Entwicklung nekrotischer und 
verfetteter Gefäßabschnitte, scheint den, in der Natur vorherrschenden, komplizierten 
Regulationsmechanismen nicht angemessen. So gibt es zahlreiche Gründe, warum 
der LDL-Rezeptor für die übermäßige Aufnahme von LDL in Zellen der Atherogenese 
nicht in Frage kommt (siehe 2.3.2). Erst durch oxidative Modifizierung der LDL durch 
ein lokales oder im gesamten Körper auftretendes Ungeichgewicht zwischen 
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oxidativen und anti-oxidativen Prozessen im Sinne eines oxidativen Stresses kommt 
es zur Modifikation der LDL, die die unregulierte Aufnahme über sogenannte 
Scavenger-Rezeptoren speziell in Makrophagen erst möglich macht [41]. Mit dieser 
Hypothese lässt sich auch der Beitrag der anderen Risikofaktoren zur 
Atheroskleroseentstehung, insbesondere Rauchen und Diabetes mellitus, nämlich 
als Kontributoren zum oxidativen Stress, besser erklären.
Das genaue Modell der Atheroskleroseentwicklung mittels oxidativer Modifikation von 
LDL und Aufnahme durch Scavenger-Rezeptoren wird im Folgenden kurz 
besprochen und ist in Abbildung 2-1 schematisch dargestellt.
2.3.1 Atherogenese
Der erste Schritt der Atherogenese stellt nach der vorherrschenden „response to 
injury“ –Theorie (engl., Antwort auf Verletzung) eine Endothelläsion dar. Dabei muss 
es sich nicht um eine morphologisch fassbare Läsion handeln, die letztendlich bis zur 
Endothelablösung führen kann, sondern in den meisten Fällen besteht eher eine 
funktionelle Störung im Sinne einer endothelialen Dysfunktion. Als unterstützendes 
Argument der Verletzungstheorie gilt v.a. das bevorzugte Auftreten von 
Atherosklerose an Orten verstärkter oder verminderter Blutströmung, insbesondere 
Verzweigungsstellen großer Arterien [42].
Der Transport der Lipoproteine aus dem Plasma in die Arterienwand kann aber auch 
in physiologisch intaktem Endothel erfolgen. Dieser Prozess verläuft 
konzentrationsabhängig und nicht durch Rezeptor-vermittelte Endozytose [43, 44]. 
Die Lipoproteine werden in der dreidimensionalen Matrix des interzellulären Raumes 
der Arterienwand regelrecht gefangen, man spricht auch von einer Lipoprotein-
Retention [45]. Dies erklärt, warum Apolipoprotein B (ApoB), eines der 
Hauptbestandteile von LDL, in der Arterienwand in stärkerer Konzentration 
vorkommt, als im Plasma [46-48].
Der Aufkonzentrierung von LDL in der Arterienwand liegt möglicherweise eine 
Bindung von LDL an Proteoglykane der Interzellularsubstanz zu Grunde. So konnte 
gezeigt werden, dass LDL, welches genetisch so modifiziert wurde, dass es nicht an 
Proteoglykane bindet, weniger atherogene Potenz besitzt als natives LDL [49, 50]. 
Auch konnte experimentell nachgewiesen werden, dass LDL, welches an 
Proteoglykane gebunden ist, schneller oxidiert wird. Es wird geschätzt, dass die LDL-
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Konzentration in der Intima der Arterien etwa das Zehnfache der LDL-
Plasmakonzentration beträgt [51]. Ein Absenken der intimalen LDL-Konzentration 
durch Aufnahme in Zellen ist begrenzt, da deren physiologische Cholesterol-
Homöostase eng reguliert wird und bei einem intrazellulären Ansteigen der LDL-
Konzentration die zur Aufnahme befähigten LDL-Rezeptoren stark heruntergeregelt 
werden (siehe 2.3.2). Das Lymphgefäßsystem reicht in den Arterien nur bis in die 
Tunica media, so dass zum Verlassen der Gefäßwand auf diesem Wege die 
proteoglykanreiche und dichte Intima passiert werden muss, in der sich die LDL 
anreichern [52]. 
Nach gegenwärtigen Erkenntnissen werden die in der Intima zurückgehaltenen LDL 
dort durch Lipidperoxidation oxidativ modifiziert [53, 54], verbunden mit Änderungen 
ihrer physiologischen Eigenschaften (siehe 2.1.4). Einige Autoren [39, 55]
unterscheiden auch zwischen sogenannten minimal modifizierten LDL (MM-LDL), die 
besonders die Induktion inflammatorischer Zytokine fördern, und stark oxidierten 
LDL, die durch Anlocken weiterer Makrophagen und nachfolgender Ausschüttung 
reaktiver Sauerstoffspezies im Rahmen des „oxidative burst“ entstehen, mit 
wiederum veränderten phänotypischen Eigenschaften, z.B. einer verstärkten 
Zytotoxizität [25].
Abbildung 2-1 Schematische Übersicht über den Ablauf der Atherogenese mit oxidativer 
Modifizierung von LDL bis hin zur Bildung von Schaumzellen.
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Am entscheidendsten ist jedoch, dass LDL durch diese oxidative Modifizierung von 
Scavenger-Rezeptoren (siehe 2.3.3) in Makrophagen der Arterienwand 
aufgenommen werden können, obwohl diese bereits mit Cholesterol „gesättigt“ sind. 
Dies führt schließlich zur Bildung der berüchtigten Schaumzellen, Lipid-beladener 
Makrophagen, die ein mit Cholesterolestern durchsetztes, schaumiges Zytoplasma 
aufweisen [56] und deren makroskopisches, pathologisches Korrelat die 
sogenannten Fettstreifen darstellen. Nachfolgend kommt es durch Ansammlung von 
weiteren Schaumzellen sowie durch Migration und Proliferation von glatten 
Muskelzellen zu einer Verdickung der Intima. Im Verlauf breitet sich die Läsion bis an 
die Grenzen der Adventitia aus, bevor es mangels zusätzlichen Expansionsraumes 
zu einer Einengung des Lumens des Gefäßes kommt [57]. Einen Anteil am 
Wachstum haben ebenfalls die Migration mononukleärer Zellen im Schulterbereich 
der Läsion [58], die Proliferation von Monozyten, Makrophagen [59], glatten 
Muskelzellen [60] und die Überproduktion extrazellulärer Matrix [61]. Im Kern der 
Läsion kommt es durch Nekrose und Apoptose von Zellen [62] zur Ansammlung 
extrazellulärer Lipide [63, 64]. 
Anders als zunächst angenommen sind es nicht die großen, fast lumenausfüllenden 
Stenosen, die zu einer Thrombose des Gefäßes mit anschließendem, 
möglicherweise fatalem, Hirn- oder Myokardinfarkt führen, sondern in der Mehrzahl 
der Fälle Stenosen mit einer Obstruktion von weniger als 50% des Gefäßlumens. So 
gilt heute die Plaqueruptur, meist durch Einwirkung physikalischer Noxen und mit 
nachfolgendem Kontakt des Blutgerinnungssystems mit thrombogenem Material im 
Inneren der Plaque, als Hauptgrund für die Verlegung des Gefäßes [65-67].
Rückblickend stellt die ungehinderte Aufnahme von oxidativ modifizierten LDL durch 
Scavenger-Rezeptoren der Makrophagen in der Intima der Gefäße den 
wahrscheinlich ersten und entscheidenden Schritt in der Entwicklung einer 
arteriosklerotischen Plaque dar, deren letztliche Konsequenzen erst Jahre bis
Jahrzehnte später klinisch zu Tage treten. Damit trägt die Untersuchung dieser 
pathologischen Regelmechanismen hoffentlich in großem Maße zum Verständnis der 
Atherogenese bei, sowie zur Entwicklung einer besseren präventiven und 
therapeutischen Herangehensweise.
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2.3.2 LDL-Rezeptor
Im Regelfall wird natives, unmodifiziertes LDL über den von Braun und Goldstein 
1985 erstmals ausführlich beschriebenen LDL-Rezeptor (LDL-R) in die Zelle 
aufgenommen [68]. Dies geschieht über Rezeptor-vermittelte Endozytose durch 
Bindung des Rezeptors an das Apoprotein B100 mit nachfolgendem lysosomalen 
Abbau des LDL Partikels innerhalb der Zelle. Dabei werden die Cholesterinester 
hydrolysiert und verlassen als freies Cholesterin das Lysosom. Der 
Cholesterinspiegel innerhalb der Zelle wirkt dann regulierend auf die Transkription 
des LDL-Rezeptors sowie des Enzyms HMG-CoA-Reduktase (Enzym der 
Cholesterolbiosynthese) zurück [69]. Eine Expression des LDL-R findet sich nicht 
nur auf Adipozyten, sondern auch auf Monozyten und Makrophagen. Aufgrund seiner 
zentralen Rolle im Cholesterinstoffwechsel liegt die Vermutung einer bedeutenden 
Funktion des LDL-Rezeptors in der Atherogenese nahe. Dagegen sprechen mehrere 
Tastsachen. Erstens wird der LDL-R nur in geringem Maße auf Zellen exprimiert, 
denen in der Entstehung der Atherosklerose eine Funktion zugesprochen wird, 
insbesondere Makrophagen und glatte Gefäßmuskelzellen [70-72]. Zweitens wirkt 
das durch den LDL-R aufgenommene Cholesterin auf die Expression dieses 
Rezeptors zurück und selbst bei hoher extrazellulärer Cholesterinkonzentration 
kommt es kaum zu einer Erhöhung des intrazellulären Cholesterinspiegels [70, 73]. 
Drittens zeigten Patienten, die aufgrund eines funktionslosen LDL-R an familiärer 
Hypercholesterinämie litten, durchaus eine Akkumulation von Cholesterin-Estern in 
Makrophagen [74]. Viertens wurden in Versuchen mit LDL-R-defizienten Mäusen 
eine starke Erhöhung der Serum-LDL-Konzentration sowie die Ausprägung von 
atherosklerotischen Läsionen beobachtet, wenn sie mit fetthaltiger Kost gefüttert 
wurden [75]. All dies spricht gegen eine entscheidende Bedeutung des LDL-
Rezeptors in der Entstehung der Atherosklerose.
2.3.3 Scavenger-Rezeptoren
Da der native LDL-Rezeptor mit großer Wahrscheinlichkeit nicht für die unregulierte 
Aufnahme von Cholesterol in Makrophagen mit anschließender Bildung 
pathologischer Schaumzellen in Frage kommt, mussten andere Rezeptoren auf den 
Zellen vorhandenen sein, die den Transport von Cholesterol in diese Zellen 
vermitteln. Makrophagen und andere Zellen können LDL, insbesondere modifiziertes 
LDL, über einen speziellen Rezeptor aufnehmen, der sich in seiner Funktionsweise 
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und Regulation vom LDL-R unterscheidet. Diese Rezeptoren wurden „Scavenger-
Rezeptoren“ (engl., to scavenge – reinigen, Unrat beseitigen) getauft. Der erste 
derartige Rezeptor wurde 1990 erstmals identifiziert als Rezeptor für Acetyliertes LDL 
(AcLDL) und mit SR-A bezeichnet [76]. Da er im Gegensatz zu anderen Scavenger-
Rezeptoren hauptsächlich auf Makrophagen exprimiert wird, erhielt er auch den 
Namen Makrophagen Scavenger Rezeptor (MSR). Von SR-A existieren 2 Isoformen, 
die durch alternatives Splicing eines einzelnen Gens entstehen, respektive mit SR-AI 
und SR-AII bezeichnet [77, 78]. Neben AcLDL, dass nur durch künstliche 
Acetylierung von LDL in vitro entsteht, wurden bald auch andere Liganden für diesen 
Rezeptor gefunden, insbesondere oxidiertes LDL, welches im Rahmen des 
oxidativen Stresses im Körper entsteht und demzufolge als natürlicher Ligand 
fungiert. 
In ihrer Funktion ähnlich, jedoch strukturell verschieden, wurden bald weitere 
Scavenger-Rezeptoren entdeckt und als Klasse B Scavenger-Rezeptoren benannt, 
um sie von SR-A zu unterscheiden. Zu dieser Gruppe gehören CD36, SR-BI und 
LIMP-II (lysosomal integral membrane protein II). Mittlerweile gibt es mindestens 6 
Klassen an Scavenger-Rezeptoren (siehe Tabelle 2-3), wovon jedoch die Klassen A 
und B immer noch als die für den menschlichen Organismus am wichtigsten 
angesehen werden.
Klasse Name Bemerkung
SR-A SR-AI, SR-AII, SR-AIII, 
MARCO (murine)
Expression v.a. auf Makrophagen, Funktion in 
Phagozytose und Adhäsion
SR-B CD36, SR-BI (murine), CLA-1,
SR-BII (murine),
Croquemort (Drosophila), 
LIMP-II
Expression v.a. auf Makrophagen, quantitativ 
bedeutendste Rezeptoren zur Aufnahme von oxLDL, 
SR-BI wird eine Rolle im Reversen 
Cholesteroltransport (HDL) zugeschrieben
SR-C dSR-C1 (Drosophila) Expression nur auf Hämatozyten und Makrophagen 
während der Drosophila Embryogenese
SR-D Macrosialin (murine), CD68 V.a. intrazellulär lokalisiert, deshalb Funktion eher in 
der Retention der LDL innerhalb der Makrophagen
SR-E LOX-1 Lectin-like oxidized LDL receptor, verstärkte oxLDL-
Aufnahme nach Kontakt mit Serumkomponenten
SR-F SREC Bindet vorzugsweise acetylierte LDL
Tabelle 2-3: Auflistung der bedeutendsten Scavenger-Rezeptor-Klassen mit ihren Vertretern, 
nach Beschreibung von Greaves et al. [79].
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Anders als der LDL-Rezeptor enthalten die Scavenger-Rezeptoren Klasse A und B 
keine regulatorischen Sterol-Elemente in der Promotorregion ihrer Gene, sie werden 
deshalb auch bei hohen intrazellulären Cholesterinkonzentrationen exprimiert [80]. 
Durch die nicht vorhandene negative Regulation kommt es damit zu einer massiven 
Ansammlung von Cholesterinestern in Makrophagen, die letztendlich in der Bildung 
von Schaumzellen resultiert [81].
Wie sich Scavenger-Rezeptoren entwickelt haben, d.h. welche natürliche 
evolutionäre Funktion sie innehaben, ist noch ungeklärt, denn eine Mitwirkung bei 
der Atheroskleroseentstehung erscheint evolutionär eher kontraproduktiv. Zudem ist 
es unwahrscheinlich, dass die Atherosklerose bei der Entstehung der Scavenger-
Rezeptoren eine Rolle gespielt hat, da es sich hierbei um eine Krankheit handelt, die 
fast ausschließlich beim Menschen vorkommt, und in einem Lebensalter Effekte 
zeigt, in der die Familienplanung bereits abgeschlossen ist [18].                  
Scavenger-Rezeptoren wurden bis jetzt jedoch in vielen Lebewesen, bis hin zur 
Fruchtfliege nachgewiesen. Eine wichtige evolutionäre Funktion erscheint deshalb 
naheliegend. Diese könnte in der Bindung und Aufnahme von apoptotischen 
Zellmaterial und oxidativ geschädigten Zellen liegen. So gibt es Hinweise, dass 
oxidative Schädigung Teil des Apoptose-Programms von Zellen ist [82]. Ebenso 
existieren Beobachtungen wonach künstlich oxidierte rote Blutkörperchen stark an 
Scavenger-Rezeptoren binden, während native Erythrozyten keine Bindung zeigen 
[83]. Für CD36 konnte nachgewiesen werden, dass es Erythrozyten bindet, die mit 
Plasmodium falciparum infiziert sind [84]. Als mögliche weitere Aufgabe, speziell von 
CD36, gilt die Vermittlung von Adhäsion durch Kollagenbindung. Die Anlagerung von 
Makrophagen an Endothelzellen nach Koinkubation mit oxidativ modifizierten LDL 
konnte durch CD36-Antikörper unterbunden werden [85].
Ob die genannten Funktionen ausreichen, die evolutionäre Existenz der Scavenger-
Rezeptoren zu rechtfertigen, bedarf jedoch noch einer endgültigen Klärung.
2.3.4 CD36
CD36 gehört, wie SR-BI und Limp-II zu den Klasse B Scavenger Rezeptoren [86, 
87]. Es ist ein 88 kDa großes Glykoprotein, welches insbesondere auf der Membran 
von Monozyten, Thrombozyten und Endothelzellen vorhanden ist [88]. CD36 wird 
jedoch auch dort stark exprimiert, wo Fette gespeichert werden, oder Fett wichtig als 
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Substrat zur Energielieferung ist, dies betrifft Adipozyten, sowie Herz- und 
Skelettmuskelzellen [89, 90]. 
Zu den Liganden von CD36 gehören oxLDL, anionische Phospholipide, apoptotische 
Zellen, Thrombospondin, Kollagen sowie Plasmodium falciparum infizierte 
Erythrozyten [80]. 
Um die quantitative Bedeutung dieses Rezeptors für die Aufnahme von oxLDL in die 
Zellen abzuschätzen, wurden diese in einer Studie von Nicholson et al. in vitro mit 
Antikörpern blockiert. Dies führte zu einem Absinken der Bindung von Kupfer-
oxidiertem LDL um 60% [91]. Auch Monozyten von menschlichen Probanden, die 
eine CD36-Defizienz aufwiesen, zeigten eine Verringerung der Bindung und 
Aufnahme von Kupfer-oxidiertem LDL um 40% [92]. In Studien mit CD36-null-
Mäusen konnte zudem eine stark verminderte Entwicklung atherosklerotischer 
Läsionen beobachtet werden [26].
CD36 bindet auch native LDL, doch die Affinität zu oxLDL ist etwa 3-fach höher [93]. 
Ebenso kann HDL von CD36 gebunden werden, dessen Internalisierung und 
Transport ist im Gegensatz zu SR-BI quantitativ jedoch nicht bedeutsam [93, 94]. 
Als Scavenger-Rezeptor bindet CD36 wahrscheinlich an den Lipid- und nicht den 
Protein-Anteil eines Lipoproteins. Dies zeigte sich in Versuchen mit experimentell 
entlipidiertem oxLDL, welches dann nicht von CD36 gebunden wird [91]. Die 
Fähigkeit von anionischen Phospholipiden um die Bindung am Rezeptor mit oxLDL 
zu konkurrieren, sowie die Vielzahl von gebundenen Lipoproteinen (HDL, LDL und 
VLDL) [91, 93, 95, 96] bestärken ebenso diese Annahme.
Zusätzlich zu seiner Funktion als Scavenger-Rezeptor wird CD36, v.a. aufgrund 
seiner Gewebeverteilung, auch eine Aufgabe als Aufnahme- und Transportprotein für 
langkettige Fettsäuren zugeschrieben. Diese Funktion nähme er dann in Fettzellen, 
sowie Herz- und Skelettmuskelzellen war. Ob dies wirklich eine der physiologischen 
Funktionen von CD36 darstellt ist jedoch umstritten, da Fettsäuren auch frei in Zellen 
diffundieren können [97].
Aufgrund der Bedeutung von CD36 für die Atheroskleroseentstehung wurde dessen 
Regulation bereits vielfach untersucht. Eine Herunterregulation der CD36-Expression 
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konnte für Lipopolysaccharide (LPS), IL-1, TGFβ und durch Verringerung des 
Zellmembran-Cholesterols nachgewiesen werden [98]. Demgegenüber wird CD36 
induziert durch Differenzierung von Monozyten in Makrophagen und durch 
Stimulation mit proatherogenen Zytokinen, z.B. Interleukin-4 (IL-4) und Macrophage 
colony-stimulating factor (MCS-F) [98]. Einen entscheidenden Einfluss auf die 
Expression von CD36 scheint jedoch v.a. der Transkriptionsfaktor PPARγ zu haben. 
CD36 enthält in seiner Promotorregion ein PPARγ response element (PPRE) und 
kann damit durch aktiviertes PPARγ induziert werden (siehe Abbildung 2-2). Nagy 
und Tontonoz stellten 1998 als erste die These einer positiven Feed-Forward-
Schleife auf, bei der Inhaltsstoffe oxidativ modifizierter LDL, die von CD36 in die Zelle 
aufgenommen wurden, zu einer Aktivierung von PPARγ führen und damit die 
Expression von CD36 weiter erhöhen [2]. Diese ungehinderte Hochregulation von 
CD36 führt demzufolge zu einer Ansammlung von Cholesterolestern in der Zelle und 
damit letztendlich zur Bildung von Schaumzellen, dem ersten Schritt der 
Atherogenese.
2.3.5 SR-BI
SR-BI (Scavenger Rezeptor, Klasse B, Typ I) und sein humanes Homolog CLA sind  
etwa 82 kDa große Glykoproteine der Zelloberfläche [99-101]. Auch SR-BI gehört zur 
Klasse B der Scavenger Rezeptoren. Von SR-BI existiert eine Isoform (SR-BII) mit 
geänderter C-terminaler Aminosäure-Sequenz, die durch einen alternativen Splicing-
Vorgang entsteht [102]. Diese stellt etwa 30% der gesamten SR-BI-Genexpression 
dar, ist aber hinsichtlich des Cholesterol-Transports 4 mal weniger effizient als die 
SR-BI-Isoform und in ihrer physiologischen Relevanz noch nicht beurteilt [103]. 
Wie CD36 ist auch SR-BI ein Multiliganden-Rezeptor und weist eine Vielzahl von 
Bindungspartnern auf, die sich mit denen von CD36 weitgehend decken. Dazu 
gehört AcLDL, oxLDL, anionische Phospholipide, Zellen in Apoptose, sowie native 
LDL und VLDL [104]. 
Wichtig erscheint jedoch, dass SR-BI im Gegensatz zu CD36 auch HDL mit hoher 
Affinität binden [99, 104] und dessen Aufnahme in Zellen vermitteln kann. Deshalb 
wird zunehmend auch eine Rolle von SR-BI im Cholesterol-Efflux und im reversen 
Cholesteroltransport diskutiert [105]. Dieser, möglicherweise entscheidende, 
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funktionelle Unterschied zwischen CD36 und SR-BI äußert sich auch in der 
Gewebeverteilung. Als Scavenger-Rezeptor befindet sich SR-BI auf Monozyten [106]
und Makrophagen [107]. Vor allem wird dieser Rezeptor jedoch in Leber und Steroid-
produzierendem Gewebe (Nebenniere, Hoden und Ovarien) exprimiert, gerade jene 
Gewebe in denen besonders viel HDL-Cholesteryl-Ester aufgenommen und 
verarbeitet werden [99, 104, 106]. 
Durch den LDL-Rezeptor wird ein gesamtes LDL-Lipoprotein, inklusive der 
Apoproteine, über Rezeptor-vermittelte Endozytose aufgenommen. Im Gegensatz 
dazu gestaltet sich der Transport von Cholesterylestern aus LDL oder HDL in die 
Zelle durch den SR-BI-Rezeptor gänzlich anders, ein Prozess der Selektive 
Aufnahme genannt wird [108]. Dabei werden nur Lipide des Lipoproteins in die Zelle
aufgenommen, das Lipoprotein bleibt in seiner qualitativen Zusammensetzung 
erhalten. Die definitiven molekularen Mechanismen dieses Prozesses sind noch nicht 
geklärt, laufen im Grundsatz aber auf folgenden 2-stufigen Vorgang hinaus. SR-BI 
bindet das Lipoprotein und fixiert es damit in der Nähe der Membran, so dass nun in 
einem zweiten Schritt die im hydrophoben Kern des Lipoproteins enthaltenen Lipide 
in und durch die Membran diffundieren können. Dies stellt auch eine Möglichkeit dar, 
wie SR-BI den Cholesterol-Efflux aus der Zelle vermitteln könnte: Transport der 
Cholesterinester aus der Zelle mittels Diffusion durch die Membran und in das vom 
Rezeptor gebundene Lipoprotein. Diese These wird gestützt durch Beobachtungen, 
dass es sich bei diesem Vorgang um einen temperaturabhängigen Prozess handelt 
und das Endozytose-Inhibitoren die Selektive Aufnahme von Cholesterinestern in die 
Zelle nicht blockieren können [109, 110]. 
Sollte diese Vorstellung der Selektiven Aufnahme der Wahrheit entsprechen, müsste 
die Richtung des Cholesteroltransports durch die Zellmembran entsprechend einer 
Diffusion von der Konzentration des jeweiligen Lipids in der Zelle und im Lipoprotein 
abhängig sein [111, 112]. Ob dies nun im Makrophagen eher zu einem Influx oder 
einem Efflux von Cholesterinestern führt ist ungeklärt und umstritten [113, 114]. 
Ob SR-BI, wie CD36, ebenso durch den Transkriptionsfaktor PPARγ reguliert wird ist 
noch unklar. Zwar konnte in einigen Studien eine Induktion von SR-BI durch PPARγ-
Aktivatoren gezeigt werden [115, 116], ebenso exisitiert ein PPRE in der 
Promotorregion von SR-BI [116], dennoch fehlen Nachweise einer signifikanten 
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Hochregulation von SR-BI durch oxLDL, wie sie bei CD36 beobachtet wurden. Im
Gegenteil, als Wirkung von oxLDL wurde sogar eine Suppression von SR-BI 
beschrieben [117].
Neben der möglichen Regulation über PPARγ wurde für SR-BI eine Induktion durch 
MCS-F und Fötales Kälber Serum (FCS) beobachtet, als auch eine 
Herunterregulation durch IFNγ, LPS und TNFα [91].
2.3.6 PPARγ
PPARγ (kurz für peroxisome proliferator-activated receptor gamma) gehört zur 
Familie der Liganden-aktivierten nukleären Rezeptoren (nuclear hormone receptor 
superfamily of ligand-activated transcription factors), die nach Bindung an bestimmte 
Liganden die Expression von Genen insbesondere der Adipogenese und des 
Lipidmetabolismus regulieren [81, 108]. Die Entdeckung von Substanzen, die eine 
Aktivierung der PPAR bewirken und die Proliferation von Peroxisomen induzieren, 
führte zur Namensgebung [118]. Neben PPARγ gehören auch PPARα und PPARβ 
(auch als PPARδ oder NUC1 bezeichnet) zur Subfamilie der PPAR [119, 120]. Als 
Wirkort von PPARα gilt der Fettsäuremetabolismus, den der Rezeptor v.a. in Leber, 
Niere und Muskelgewebe reguliert [121]. PPARβ wird eine bedeutende Rolle in der 
Plazentation zugesprochen [122]. Für PPARγ existieren 2 Isoformen (PPARγ1, 
PPARγ2), die in ihrer Aminosäurezusammensetzung differieren, wobei PPARγ1 die 
in Menschen dominierende Form darstellt [123]. 
Wie PPARα und PPARδ ist auch PPARγ fast ubiquitär im Organismus vertreten. Es 
gibt jedoch einige Gewebe und Zellen in denen der Transkriptionsfaktor eine 
besonders hohe Expression aufweist. Dazu gehört das Fettgewebe. In Adipozyten 
wird PPARγ stark exprimiert und ist für die Differenzierung von Prä-Adipozyten in 
Adipozyten obligat [124, 125]. Zu den Zellen, die besonders viel PPARγ enthalten, 
gehören auch jene, die in der Entwicklung der Atherosklerose eine große Rolle 
spielen, dies sind Monozyten/Makrophagen, glatte Gefäßmuskelzellen und 
Endothelzellen [126]. In vivo lässt sich insbesondere in atherosklerotischen Läsionen 
eine hohe Expressionsrate an PPARγ nachweisen, am höchsten in den dort 
zahlreich vorhandenen Schaumzellen.
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Die Aktivierung der PPAR mit anschließender Induktion regulierter Gene erfolgt über 
Bindung an spezifische Liganden und Bildung eines Heterodimers mit dem Retinoid-
X-Rezeptor (RXR) [127]. Ein Modell der Genaktivierung durch PPARγ ist in 
Abbildung 2-2 dargestellt. 
PPARγ durchläuft dabei eine Änderung seiner Konformation, nachdem es einen 
Liganden gebunden hat. Dadurch wird eine Bindung an den Retinoid-X-Rezeptor 
möglich, die dann zur Aktivierung der Genexpression führt, wenn der PPAR-RXR-
Komplex an das PPAR Response Element (PPRE) in der Promotorregion eines 
Gens (z.B. CD36) bindet. Durch Anlagerung weiterer Proteine erfolgt schließlich die 
Transkription dieses DNA-Abschnittes in eine messenger RNA (mRNA) [127]. Auch 
RXR kann verschiedene Liganden binden und nach Zusammenlagerung mit PPAR 
das Zielgen durch Anlagerung an das PPRE aktivieren [128]. Der Retinoid-X-
Rezeptor existiert, wie PPAR, in mehreren Isoformen (RXRα, RXRβ, RXRγ) [129], 
die eine unterschiedliche Gewebeverteilung aufweisen. Es ist nicht bekannt, ob die 
jeweilige RXR-Isoform eine bevorzugte Isoform des PPAR bindet [126]. 
Abbildung 2-2: Schema der Aktivierung von PPARγ durch spezifische Liganden mit Induktion 
PPARγ regulierter Gene. Nach Bindung an einen Liganden erfolgt eine Konformationsänderung 
des PPARγ-Moleküls, die eine Anlagerung an RXR mit nachfolgender Induktion eines Zielgens 
durch PPRE Bindung ermöglicht (A). Eine Aktivierung des PPARγ-RXR-Komplexes ist auch 
durch spezifische RXR-Liganden möglich (B), ebenso wie durch Kombination von PPARγ- und 
RXR-Ligand (C). Nach Beschreibung von Argmann et al. [130].
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PPARγ wird durch eine Vielzahl an Liganden aktiviert, mit nachfolgender stärkerer 
Expression der von PPARγ regulierten Gene. Zu den wirksamsten Aktivatoren 
gehören oxLDL sowie oxidierte Linolensäuren, speziell 9-(R/S) HODE, 13-(R/S) 
HODE, 13-(S)HpODE, 9-oxoODE und 13-oxoODE. Auch Eicosanoide, insbesondere 
Prostaglandin J2 (PG-J2), A1/2, B2 und 15-deoxy-PGJ2, sowie Prostacyclin (PGI2). 
aktivieren PPARγ [126]. 
Interessanterweise gibt es auch eine Gruppe von synthetischen Liganden, die 
PPARγ wirksam aktivieren können. Hierbei handelt es sich um die Glitazone 
(Thiazolidinedione), Arzneimittel, die im Verlauf einer Erkrankung an Diabetes 
mellitus eingesetzt werden. Besonders Troglitazone, Pioglitazone und Rosiglitazone 
gehören zu den stärksten Aktivatoren von PPARγ [126]. 
Damit gewinnt die Frage der atherosklerotischen Potenz von PPARγ neue Brisanz, 
da Glitazone in der Diabetes Therapie weltweit millionenfach eingesetzt werden. 
Sollte die in vielen in vitro - Untersuchungen nachgewiesene Induktion von 
Scavenger-Rezeptoren auch in vivo zur Bildung von Schaumzellen führen, würden 
zahlreiche Diabetiker, die für sich allein bereits ein gesteigertes atherosklerotisches 
Risikoprofil aufweisen, möglicherweise iatrogen mit starken Atheroskleroseinduktoren 
versorgt.
Klinische Studien bezüglich der atherogenen Wirkung von PPARγ in Menschen 
wurden noch nicht durchgeführt, in Versuchen mit genetisch veränderten Mäusen 
konnten für PPARγ eher eine Hemmung der Atherogenese beobachtet werden [131]. 
Ebenso zeigte PPARγ in zahlreichen in vitro - Versuchen anti-inflammatorische 
Wirkungen im Sinne einer Suppression der Ausschüttung von TNFα, IL-1β und 
Gelatinase B [132, 133].
Damit bleibt die Position von PPARγ in der Atherogenese weiter unklar und bedarf 
zur Klärung seiner Doppelrolle als pro-atherogenetischer Faktor, durch Induktion der 
CD36 und evtl. SR-BI-Expression, und als anti-inflammatorischer Faktor, durch 
Herunterregulation von TNFα, genauerer Untersuchungen.
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3 Material und Methoden
3.1 Genereller Aufbau der Versuche
Die Versuche gliedern sich in einen in vitro - und einen ex vivo - Versuchsteil. Im in 
vitro - Versuch wurden die LDL künstlich durch Inkubation mit NaOCl oxidiert (oxLDL) 
und in ihrem Einfluss auf die Genexpression mit nativen LDL (natLDL) verglichen. Im 
ex vivo - Versuch wurden die bei Patienten mit gestörter Glukosetoleranz (IGT) 
mutmaßlich stärker oxidierten LDL in ihren Eigenschaften denen einer Kontrollgruppe 
(Probanden mit normaler Glukosetoleranz, NGT) gegenübergestellt.
Alle durchgeführten Experimente folgten im wesentlichen dem selben Ablaufschema. 
Freiwilligen Probanden wurde Blut entnommen und die darin enthaltenen LDL-
Lipoproteine durch Zentrifugation isoliert. Ein Teil der gewonnenen LDL wurde im in 
vitro - Versuch künstlich oxidiert. Zellen einer Makrophagenzelllinie der Maus, 
sogenannte RAW 264.7 Zellen, wurden gezüchtet und mit den extrahierten LDL 
inkubiert. Anschließend wurde die mRNA der Zellen gewonnen und in die stabilere 
cDNA umgewandelt. Die Quantifizierung der cDNA-Mengen der untersuchten Gene 
(CD36, SR-BI, PPARγ) und eines Gens zur Standardisierung, Glyceraldehyd-3-
Phosphat Dehydrogenase (GAPDH) als sogenanntem Housekeeping-Gen mit 
stabiler Expression in der Zelle, erfolgte am LightCycler®. In einem Teil der 
Überstände der Zellkulturen wurden die Konzentrationen der Zytokine TNFα und 
MCP-1 in je einem separaten Assay bestimmt. 
Die ermittelten Expressionsverhältnisse und Zytokinkonzentrationen wurden mit 
denen jeweiligen Kontrollgruppen verglichen und auf signifikante Unterschiede 
geprüft.
Abbildung 3-1 gibt einen graphischen Überblick über den Ablauf der Versuche mit  
Referenzen zu den entsprechenden Kapiteln. Zur Etablierung dieses 
Versuchsschemas mussten zahlreiche Vorversuche und Optimierungsschritte 
absolviert werden, die in den folgenden Beschreibungen der benutzten Materialien 
und Methoden teilweise ebenfalls Erwähnung finden.
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Abbildung 3-1: Übersicht über den generellen Aufbau der durchgeführten Versuche. Die zur 
Inkubation mit RAW 264.7 Zellen verwendeten LDL entstammten entweder gesunden 
Probanden und wurden in vitro oxidiert (in vitro - Versuchsteil) oder wurden Probanden mit 
normaler (NGT) oder gestörter Glukosetoleranz (IGT) entnommen (ex vivo - Versuchsteil).
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3.2 Probanden
3.2.1 Studiendesign
Für die ex vivo - Versuche wurden 40 Rückstellblutproben aus einer an der 
Medizinischen Fakultät „Carl Gustav Carus“ der TU Dresden durchgeführten Studie 
genutzt, die extra für diesen Zweck und mit Zustimmung der Probanden diesen 
entnommen worden waren. Es handelte sich um die Studie zum „Intravasalen 
Lipidtransfer bei Glucosetoleranzstörungen“ aus dem Projektbereich Atherogenese 
unter Leitung von Professor Dr. med. U. Julius.
Die Rückstellproben stammten von insgesamt 40 Patienten, die aufgrund eines in der 
Studie durchgeführten Glukosetoleranztestes in Kontrollgruppe (20 Patienten, 
normale Glukosetoleranz, NGT) und IGT-Gruppe (20 Patienten, gestörte 
Glukosetoleranz) eingeteilt worden waren. Die Ein- und Ausschlusskriterien dieser 
Studie werden im folgenden vorgestellt.
Für die in vitro - Versuche stellten sich freiwillige, anamnestisch gesunde Probanden 
zur Verfügung. Die venöse Blutentnahme erfolgte am Morgen am nüchternen 
Patienten.
3.2.2 Einschlusskriterien
In die Studie wurden Personen zwischen 20 und 50 Jahren eingeschlossen, die sich 
freiwillig zu einer Vorgängerstudie gemeldet hatten. Teilnehmen konnte jeder 
interessierte Bürger mit Wohnsitz in Sachsen, der aus einer Risikofamilie für 
Diabetes mellitus Typ 2 und/oder Fettstoffwechselstörungen stammt. Außerdem 
durfte der Proband an keiner akuten und/oder chronisch-exazerbierten bzw. 
dekompensierten Erkrankung leiden. Es war auch vorgesehen, neue Probanden in 
das Projekt zu integrieren.
3.2.3 Ausschlusskriterien
Ausschlusskriterien bei der Probandenauswahl waren:
- Schwangerschaft
- insulinpflichtiger Diabetes mellitus
- Typ 1 Diabetes mellitus in der Familienanamnese
- Typ 2 Diabetes mellitus mit Spätkomplikationen
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- konsumierende Erkrankungen (z.B.: kollagene oder vaskuläre 
Erkrankungen)
- kardiovaskuläres Ereignis innerhalb der letzten 6 Monate
- schwerwiegende psychische Störung oder Suchterkrankung
- größerer operativer Eingriff innerhalb der letzten 6 Monate
- Serum-Kreatinin > 130 µmol/l
- ALAT > 1,2 µmol/s x l (1,8faches des oberen Normbereichs)
- Nüchtern-Triglyceride > 5,6 mmol/l
- basales TSH < 0,15 mU/l sowie > 4 mU/l
- Einnahme von:
 systemischen Glukokortikoiden innerhalb der letzten 4 Wochen
 Lipidsenkern (Fibrate bzw. Statine)
3.2.4 Oraler Glukosetoleranztest 
Der orale Glukosetoleranztest (oGTT) wurde nach WHO Kriterien durchgeführt mit 
75g Glukose in 300 ml Tee. Zu den Zeitpunkten 0 min (vor dem Test) und 120 min 
nach Aufnahme der Glukoselösung wurde eine Plasmaglukose-Bestimmung 
durchgeführt, aus der sich die Gruppeneinteilung für die ex vivo - Versuche ableitete 
(NGT-Gruppe, IGT-Gruppe; siehe Tabelle 3-1).
Befund nüchtern nach 120 min
NGT* –Normale 
Glukosetoleranz 
< 110 mg/dl < 6,1 mmol/l < 140 mg/dl < 7,8 mmol/l
IFG – Abnorme 
Nüchternglukose
≥ 110 mg/dl
< 126 mg/dl
≥ 6,1 mmol/l
< 7,0 mmol/l
IGT* – Gestörte 
Glukosetoleranz
≥ 140 mg/dl
< 200 mg/dl
≥ 7,8 mmol/l
< 11,1 mmol/l
Diabetes mellitus ≥ 126 mg/dl ≥ 7,0 mmol/l ≥ 200 mg/dl ≥ 11,1 mmol/l
Tabelle 3-1: Diagnosekriterien (nach WHO) zur Diagnostik von gestörter Glukosetoleranz und 
Diabetes mellitus durch oralen Glukosetoleranztest (oGTT). Angegeben sind die verwendeten 
Grenzwerte der Glukosebestimmung in Plasmaglukose venös (mg/dl bzw. mmol/l). *Die 
Kriterien lagen den ex vivo - Versuchen zur Gruppeneinteilung in Probanden mit normaler 
Glukosetoleranz (NGT) und Probanden mit gestörter Glukosetoleranz (IGT) zugrunde.
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Zusätzlich zu den oben genannten Ausschlusskriterien wurde der oGTT bei den 
Probanden nicht durchgeführt, die eines der folgenden Merkmale aufwiesen:
- Nüchternkapillarzucker ≥ 9 mmol/l
- Typ 1 Diabetes mellitus
- gastrointestinale Erkrankung oder gesteigerte intestinale Motilität oder 
veränderte Nahrungsresorption (z.B. Gastroparese, Malassimilationssyndrom)
3.3 Methoden der Low Density Lipoprotein (LDL) Aufarbeitung
3.3.1 LDL Extraktion
Die Extraktion der Low-Density-Lipoproteine (LDL) aus den Blutproben, sowie deren 
physiko-chemische Charakterisierung erfolgte im Labor der Stoffwechselforschung 
der Medizinischen Fakultät „Carl Gustav Carus“ der TU Dresden unter Leitung von 
Herrn Dr. rer. medic. J. Pietzsch. Dabei wurde das frisch entnommenen EDTA-
Plasma mit einem Konservator versetzt (1 mL EDTA-Plasma + 10 µL Konservator; 
siehe Tabelle 3-2) und anschließend mit Stickstoff schockgefrostet. Es wurden 
etablierte Methoden der sequentiellen und der kumulativen 
Dichtegradientenzentrifugation genutzt, um die einzelnen Lipoproteinklassen zu 
isolieren. VLDL, IDL, LDL1, LDL2, LDL3 wurden aus EDTA-Plasma mittels 
sequentieller Ultrazentrifugation gewonnen [134]. Die Bestimmung der 
Zusammensetzung der extrahierten Lipoproteinfraktionen erfolgte durch 
enzymatische und immunelektrophoretische Verfahren mittels kommerziell 
erhältlicher Testbestecke (Boehringer). Ein ELISA-Assay nach Holvoet et al. [135]
wurde zur Ermittlung der oxLDL - Konzentration im Plasma verwendet. 
Konservator 70g Saccharose
50 mg Phenylmethansulfonsäurefluorid
20 mg Streptomycinsulfat 
20 mg Dithiothreitol (DTT)
20 mg Natriumacid
ad 100 ml Aqua dest.
Tabelle 3-2: Zusammensetzung des zur Oxidationshemmung benutzten Konservators.
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3.3.2 Künstliche Oxidation der Lipoproteine
Zur künstlichen Oxidation der in den in vitro - Versuchen verwendeten oxLDL wurde 
NaOCl (Endkonzentration 3 mmol/l) zur Lösung der Lipoproteine hinzugefügt, um ein 
molares Verhältnis von Oxidationsmittel zu LDL von 2716:1 zu ereichen. Die 
Oxidation der LDL wurde für 40 min bei 37°C durchgeführt. Vorversuche hatten 
gezeigt [136], dass hinzugefügtes Hypochlorit bereits nach 30 min Inkubation 
vollständig aufgebraucht wird. Eine Verfälschung nachfolgender Versuchsteile durch 
überschüssiges Oxidationsmittel ist deshalb auszuschließen.
3.4 Methoden der Zellzucht
3.4.1 Arbeit in der Zellzucht
Durch schnelles und sauberes Arbeiten in der Zellzucht gelang es, ganz ohne 
antibiotische und antimykotische Zusätze in den Zellkulturmedien auszukommen. 
Sämtliche Arbeiten an den Zellen wurden unter einer Laminar-Flow-Box 
durchgeführt. Alle von außen zugeführten Geräte und Materialen wurden abgeflammt 
oder waren steril verpackt und wurden danach verworfen. Nach jedem Arbeitsschritt 
wurde die Box gründlich mit Alkohol desinfiziert. Mehrfach benutzte Gerätschaften 
oder Materialien wurden vor jeder Benutzung autoklaviert.
3.4.2 Auftauen von Zellen
Der Auftauprozess der kryokonservierten RAW 264.7 Zellen musste möglichst 
schnell vor sich gehen, um den Kontakt der getauten Zellen mit dem 
Einfrostungsmedium und Zellgift Dimethylsulfoxid (DMSO) möglichst kurz zu halten. 
Die Kryoröhrchen wurden dazu aus dem Stickstoffbehälter entnommen, kurz unter 
dem Abzug entlüftet und ca. 3 Minuten durch Schwenken in 37 °C heißen Ethanol 
erwärmt. Sofort danach erfolgte das Abgießen des nun flüssigen Zell-DMSO-
Gemischs in ein bereitgestelltes Falcon®-Röhrchen (Becton Dickinson), in das 
bereits 5 ml RPMI-Zellkulturmedium (Biochrom) vorgelegt worden waren. Durch 
mehrmaliges Auf- und Abpipettieren wurden die Zellen darin vereinzelt und 
nachfolgend für 8 Minuten bei 1200 U/min zentrifugiert. Der Überstand wurde mittels 
Vakuumpumpe abgesaugt und verworfen, ohne die pelletierten Zellen am Grund des 
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Röhrchens zu berühren. Durch den letzten Schritt wurde ein Großteil von DMSO 
entfernt. Ein Mediumwechsel am darauffolgenden Tag war deshalb nicht nötig. Das 
Zell-Pellet wurde jetzt durch wiederholtes Auf- und Abpipettieren in 10 ml RPMI-
Medium resuspendiert und konnte nun in Zellkulturflaschen (Greiner) beliebiger 
Größe ausgesät werden. Das in allen Versuchen verwendete RPMI-Nährmedium 
enthielt 10% fötales Kälberserum (FCS, Invitrogen).
3.4.3 Mediumwechsel
Etwa alle 3 bis 4 Tage erfolgte ein Mediumwechsel um eine gleichbleibende und 
störungsfreie Versorgung der Zellen mit Nährstoffen zu gewährleisten. Ein Richtwert 
für die Wahl des Zeitpunktes war der Farbumschlag des RPMI-Mediums von einem 
rötlichen, klaren in einen orange-gelben, trüben Ton. Bei der in den Versuchen 
verwendeten Zellkultur handelt es sich ausschließlich um RAW 264.7 Zellen, welche 
auf der Oberfläche der Zellkulturflaschen anhaften und nicht frei im Medium 
schwimmen. Bei solch „haftenden Zellkulturen“ war ein Mediumwechsel einfach 
durch vorsichtiges Absaugen des alten und Zugabe frischen Mediums zu erreichen. 
Dabei wurde auch abgestorbenes Zellmaterial entfernt. Eine zellschädigende 
Zentrifugation entfiel hierbei.
3.4.4 Passagieren von Zellen
Zellen wurden vor Erreichen der Konfluenz (Bildung eines einheitlichen Monolayers) 
in neue Kulturflaschen vereinzelt, um die Wachstumsstimulation zu erhalten. Hierzu 
wurde altes Medium abgesaugt und neues Medium (10 ml für eine 75 cm2
Kulturflasche, 3 ml pro Well für 6-Well-Platten) zugegeben. Die Zellen wurden mit 
einem Zellschaber von der Oberfläche gelöst, mittels mehrmaligem Pipettieren 
vereinzelt und die benötigte Menge in neue Zellkulturflaschen ausgesät unter Zugabe 
einer entsprechenden Menge frischen Mediums. Die Passage wurde notiert. Für die 
Versuche wurden Zellen bis zur 5. Passage genutzt. Das Wachstum der Zellen 
wurde regelmäßig durch visuelle Kontrolle an einem Lichtmikroskop überwacht. 
Während der Wachstums- und Passage-Phase wurden die Zellen bei 37°C und 5% 
CO2-Atmosphäre im Brutschrank inkubiert.
Material und Methoden 36
3.4.5 Aussaat der Zellen in die Versuchsgefäße
Die Inkubation der Zellen mit den Versuchsmedien erfolgte je nach Versuch 
entweder in 75 cm²-Zellkultur-Flaschen oder auf 6-Well-Platten. Zur Aussaat wurden, 
wie beim Passagieren, das alte Medium entfernt und die Zellen durch Abschaben in 
neuem Medium gelöst. Nach Vereinzeln durch Auf- und Abpipettieren wurden wenige 
Mikroliter Suspension entnommen, in der NEUBAUER-Kammer durchgemustert und 
gezählt. Nach Ermittlung der Zellzahl ließ sich die benötigte Menge an 
Zellsuspension berechnen. Diese wurde mit frischem Medium verdünnt und 
gleichmäßig in die jeweiligen Kulturgefäße ausgesät. Für 75cm²-Kulturflaschen 
wurden 15 ml RPMI-Medium mit etwa 6,5 mio Zellen zur Aussaat gebracht. Die 6-
Well-Platten enthielten nach Aussaat 3 ml Medium und jeweils ca. 850.000 Zellen.
3.4.6 Inkubation der Zellen mit Versuchsmedium
Um ein problemloses Anwachsen der Zellen zu ermöglichen wurde nach Aussaat in 
Versuchsgefäße noch einmal 24h-48h inkubiert, je nach Zeitdauer des folgenden 
Versuchs. Ziel war es, bei Versuchsende eine etwa 90%ige Konfluenz zu erreichen. 
Die zuvor extrahierten nativen (natLDL, siehe 3.3.1) und Hypochlorit-oxidierten LDL 
(oxLDL, siehe 3.3.2) wurden durch Zufügen von PBS auf eine Endkonzentration von            
0,6 g Protein/l gebracht.
Je nach Experiment wurden pro Well 158 µl, 79 µl oder 39 µl LDL-PBS-Lösung 
zugegeben, entsprechend einer Endkonzentration von jeweils 30/15/7,5 µg  
Protein/ml im Inkubationsmedium. Bei Versuchen in Zellkulturflaschen wurde durch 
das größere Volumen bedingt mehr Inkubationsmedium zugefügt (579/290/145 µl 
LDL-PBS-Lösung entsprechend 30/15/7,5 µg Protein/ml Endkonzentration im 
Inkubationsmedium). Als Kontrollmedium kam reine PBS-Lösung zur Anwendung 
(158 µl für Wells, 579 µl für Zellkulturflaschen). Die Inkubation erfolgte bei 37°C und 
5% CO2-Atmosphäre, je nach Versuchsziel mindestens 0,5h bis maximal 24h.
3.4.7 Zellernte
Nach Abschluss der Inkubation mit Versuchsmedium wurde dieses entfernt, 
aliquotiert und für die Zytokinbestimmung bei –75°C tiefgefroren. Danach wurden für 
Zellversuche in Wells 2 ml kaltes RPMI-Medium zugefügt (für Zellkulturflaschen 
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entsprechend 10 ml), die Zellen mit einem Schaber von der Oberfläche gelöst und 
anschließend vereinzelt. Wenige Mikroliter Zellsuspension wurden entnommen und 
unter dem Mikroskop mit Hilfe der NEUBAUER-Kammer gezählt. Nun erfolgte eine 
Zentrifugation für 5 min bei 1400 U/min und 4°C. Anschließend wurde der Überstand 
abgesaugt und das verbliebene Zellpellet in flüssigem Stickstoff einem Frierstopp 
unterzogen, um einen vorzeitigen Abbau der RNA zu unterbinden. Bis zur weiteren 
Bearbeitung wurde das Zellpellet bei –75°C aufbewahrt.
3.4.8 Ermittlung der Zellzahl
Die Zellzählung erfolgte mit Hilfe der NEUBAUER-Zählkammer. Nach Auftragen 
verdünnten Zell-Medium-Gemischs enthält eines der vier großen Eckquadrate  
jeweils 1 µl Flüssigkeit. Nach manueller Zählung der Zellen in jedem Quadrat unter 
dem Mikroskop wurde die Gesamtzahl der Zellen rechnerisch ermittelt. Als günstig 
erwiesen sich für die Zählung Verdünnungen von 1:2 bis 1:5. Die Verdünnung 
erfolgte mit Trypanblau-Lösung.
3.5 Methoden der Molekularbiologie
3.5.1 Arbeit mit RNA
RNA ist im Gegensatz zu DNA wesentlich weniger stabil und wird durch ubiquitär in 
der Umwelt vorhandene RNasen schnell abgebaut. Deshalb ist bei dem Umgang mit 
RNA mit größter Sorgfalt und Sauberkeit vorzugehen. Jegliche Arbeitsbereiche 
wurden vorher mit RNase neutralisierenden Flüssigkeiten und Alkohol behandelt. Die 
RNA blieb so lange wie möglich tiefgefroren (-75°C) und soweit durchführbar bei der 
Bearbeitung auf Eis gelagert. Zur molekularbiologischen Arbeit benötigtes H2O wurde 
mit Diethylpyrokarbonat (DEPC) behandelt, 24h autoklaviert und aliquotiert 
tiefgefroren. Das Tragen von Handschuhen und deren permanenter Wechsel, bzw. 
Desinfektion waren eine Selbstverständlichkeit. Auf einen Mundschutz konnte 
verzichtet werden.
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3.5.2 Gewinnung der mRNA
Der mRNA Miniprep Kit (Sigma-Aldrich) wurde zur Gewinnung der mRNA aus den 
zentrifugierten und eingefrosteten Zellpellets verwendet. Das vorgeschlagene 
Protokoll konnte im wesentlichen übernommen werden, nur die Eluierungszeiten 
wurden verlängert um eine größere RNA-Menge zu gewinnen. 
Zur Vorbereitung wurde die mitgelieferte lyophilisierte Proteinase K in 40% Glycerol 
gelöst. Eine entsprechende Menge (10 µl pro Präparation) wurde zur benötigten 
Menge Lysis Solution (0,5 ml pro Präparation) zugegeben und gründlich gemischt. 
120 µl Elution Solution pro Präparation wurden im Heizblock auf 65°C erhitzt.
Die tiefgefrorenen (-75°C) Zellpellets wurden in den Falcon-Röhrchen unter 
fließendem Wasser angetaut und sofort 500 µl Lysis Solution (+ Proteinase K) 
zugegeben. Nun erfolgte durch 30-50maliges Auf- und Abpipettieren die Lyse des 
Zellpellets bis eine schaumige Lösung entstand, die schnell wieder aufklarte. Diese 
wurde nun in die mitgelieferten GenElute Filtersäule mit blauem Filter überführt. Der 
schaumige Rest im Falcon-Röhrchen wurde noch einmal anzentrifugiert und 
ebenfalls auf den Filter gegeben. Es erfolgte nun eine 2 minütige Zentrifugation bei 
14.000 U/min. Der Filter wurde verworfen und die Filtersäule mit Lysat 10 Minuten 
bei 65°C im Heizblock inkubiert, um Nukleasen und andere Proteine zu 
degenerieren. Danach wurden 32 µl bereitgestellte 5 M NaCl-Lösung und 25 µl 
oligo(dt) beads zugefügt, gevortext und 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. 
Während dieser Zeit binden die Poly-A-Schwänze der mRNA an die oligo(dt)-Reste 
der Kunstoffperlen. Es erfolgte jetzt eine 5 minütige Zentrifugation (14.000 U/min) 
und darauffolgend das Verwerfen des Überstandes. Durch Zugabe von weiteren 
500 µl Lysis Solution und 32 µl 5 M NaCl wurde die mRNA erneut gelöst und nach 10 
Minuten Inkubation (5 Minuten bei 65°C, 5 Minuten bei Raumtemperatur) erneut 
gebunden. Das Verwerfen des Überstandes erfolgte nach weiteren 2 Minuten 
Zentrifugation (14.000 U/min). Das entstandene Pellet wurde in 350 µl Wash Solution
und durch sorgfältiges Auf-und Abpipettieren resuspendiert und auf den GenElute
Spin Filter überführt. Nach 2 minütiger Zentrifugation (14.000 U/min) wurde das Eluat 
verworfen, der Filter mit 350 µl Low Salt Wash Solution beschickt, wieder 2 Minuten 
zentrifugiert (14.000 U/min) und das Eluat verworfen. Dieser Waschschritt wurde 
wiederholt und der Spin Filter daraufhin auf ein neues Sammelröhrchen überführt. 
Nun wurde 50 µl 65°C warmer Elution Solution auf den Filter gegeben, 5 Minuten bei 
65°C inkubiert und zentrifugiert. Dieser Schritt wurde wiederholt und die nun im Eluat 
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befindliche mRNA sofort auf Eis gelagert. Die ca. 100 µl mRNA-Lösung wurde 
aliquotiert (4 x 25 µl) und 6 µl zur Vermessung entnommen. Die Aliquots wurden bei 
–75° C zur weiteren Verwendung gelagert.
3.5.3 Photometrische Bestimmung der RNA-Konzentration
Zur Erfolgskontrolle der mRNA-Extraktion wurde jede Probe sofort nach der 
Gewinnung am Photometer vermessen. Eine Verdünnung von 1:10 (6 µl mRNA + 54 
µl H2O) der mRNA wurde nach Extraktion hergestellt und deren Konzentration am 
Photometer ermittelt. Dies erfolgte durch Bestimmung der optischen Dichte bei 
λ=260 nm und Korrektur durch Abzug der Hintergrundabsorption bei λ=320 nm. Im 
Ergebnis entspricht die optische Dichte von 1 (OD=1) einer RNA-Konzentration von 
0,04 µg/µl. Aus dem Quotienten der Absorptionsmessungen bei λ=260 nm und 
λ=280 nm lässt sich die Reinheit der Probe abschätzen. Ein Wert zwischen 1,8 und 
2,0 entspricht einer sehr reinen Probe. Nach jeder einzelnen Messung wurde die 
Küvette mit destilliertem Wasser gespült und mit Stickstoff getrocknet.
3.5.4 DNase-Verdau
Die aus den Zellen extrahierte Gesamt-mRNA wurde mit Hilfe der RT-PCR in cDNA 
umgewandelt, um diese später genspezifisch (CD36, SR-BI, PPARγ, GAPDH) am 
LightCycler® quantifizieren zu können. Die Entfernung von Verunreinigungen durch 
genomische DNA im Extraktionsprodukt erwies sich nach Vorversuchen als 
notwendig (siehe 4.1.2), bevor eine RT-PCR durchgeführt werden konnte. 
Obwohl bei drei der vier analysierten Gene (CD36, SR-BI, PPARγ) eine 
Unterscheidung der nach Polymerasekettenreaktion erhaltenen Produkte (PCR-
Produkte) aufgrund ihres Intron-Gehaltes möglich war (siehe 3.5.5), zeigte sich 
speziell bei dem GAPDH-Gen das Vorhandensein von Pseudogenen. Diese 
intronlosen genomischen DNA-Sequenzen, die für bestimmte, häufig im Organismus 
anzutreffende Gene existieren, machen eine Unterscheidung der PCR-Produkte von 
genomischer DNA und mRNA unmöglich.
Ein der Polymerasekettenreaktion vorgeschalteter DNase-Verdau entfernt 
vorhandene genomische DNA und klärt damit die Abstammung gewonnener PCR-
Produkte, die dann eindeutig von im Ansatz enthaltener mRNA herrühren müssen. 
Folgendes Protokoll wurde verwandt.
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In ein Eppendorf-Gefäß wurde pro Ansatz pipettiert:
Template mRNA (15-25 ng/µl) 8 µl
10xPuffer (Promega) 1 µl
RQ1 Rnase-free Dnase (Promega) 1 µl
Gesamtvolumen 10 µl
Der Ansatz wurden anzentrifugiert und 30 min bei 37 °C inkubiert. Es erfolgte nun die 
Zugabe von 1 µl Stop Solution (Promega), erneutes Anzentrifugieren und eine        
10 minütige Inkubation bei 65 °C. Danach wurde das Gemisch sofort wieder auf Eis 
gelagert.
3.5.5 RT-PCR
Die gewonnene reine mRNA wurde nun durch Reverse Transkriptase –
Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) in cDNA (Abk. für complimentary DNA) 
umgewandelt. Diese ist sehr viel stabiler als mRNA und läßt sich durch eine 
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) schnell und einfach amplifizieren. cDNA 
unterscheidet sich von genomischer DNA dadurch, dass sie keine Introns mehr 
enthält, da diese beim Splicingvorgang der mRNA bereits entfernt worden sind. 
Dieser Unterschied kann auch bei der späteren gelelektrophoretischen Kontrolle der 
PCR-Produkte genutzt werden. Amplifikate, die von cDNA abstammen, sind bei 
günstiger Primerwahl sehr viel kürzer als Kopien von genomischer DNA, da diese 
noch mehrere Introns enthalten können. Die Methode zur Umwandlung von mRNA in 
cDNA war bereits im Labor etabliert. Herstellungsvorschriften der benötigten 
Gebrauchslösungen finden sich in Tabelle 3-3. 
Pro Ansatz wurde folgender Mastermix verwandt:
DEPC-H2O 10,4 µl
AW 4,0 µl
DTT (Dithiothreitol) 0,1 M 4,0 µl
AX 6,0 µl
Random Hexamers (Promega) 4,0 µl
AY 0,6 µl
Gesamtvolumen 29 µl
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Der Ansatz wurde gemischt und anzentrifugiert. In jedes PCR-Gefäß aus dem 
vorangegangenen DNase-Verdau wurde 29 µl Mastermix zugegeben um ein 
Gesamtvolumen von nun 40 µl zu erhalten. Der Ansatz wurde erneut gemischt, 
anzentrifugiert und 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. 
Darauf folgten 2 Minuten Inkubation bei 45°C im Heizblock und anschließend die 
Zugabe von 1 µl Superscript II RT (Invitrogen). Nach erneuter Zentrifugation wurde 
der Ansatz folgendem Thermocycler-Programm unterworfen:
1 h 45°C 
10 min 95 °C
Die entstandene cDNA wurde danach sofort wieder auf Eis gelagert und bis zur 
weiteren Verwendung bei –20°C tiefgefroren.
DEPC-H2O 250 ml H2O dest.
250 µl Diethylpyrocarbonat (DEPC)
12 h rühren
autoklavieren
AW 5,6 g KCl in Aqua dest. lösen [0,75 M KCl]
7,45 g Triethanolamin [0,5 M Triethanolamin-HCl]
HCl ad pH 8,7
ad 100 ml DEPC-H20
12h rühren
autoklavieren
AX 10 dATP
10 dTTP
10 dCTP
10 dGTP
ad 100 ml DEPC-H2O
AY 5,7 mg MgCl2 x 6 H2O   [280 mM MgCl2]
in Aqua dest. lösen
ad 100 ml DEPC-H2O
12h rühren
autoklavieren
Tabelle 3-3: Herstellungsvorschriften der Gebrauchslösungen zur RT-PCR.
3.5.6 Block-PCR
Die Polymerasekettenreaktion (PCR) dient zur exponentiellen Amplifizierung von 
zumindest in seinen Grenzen bekannten DNA-Fragmenten. Eine PCR besteht aus 
mehreren Zyklen (ca. 30-40) in denen jeweils enzymatisch und temperaturgesteuert 
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eine annähernde Verdopplung der DNA erreicht werden kann. Jeder Zyklus besteht 
aus den Schritten Denaturierung, Annealing, Extension. Die entstandenen DNA-
Fragmente lassen sich anschließend z.B. mit Hilfe der Agarose-Gelelektrophorese 
(siehe 3.5.8) sichtbar machen. Im Gegensatz zur Real-Time PCR (siehe 3.5.7) lässt 
sich die DNA-Zunahme in jedem Zyklus nicht am Gerät ablesen, die Quantifizierung 
der einzelnen PCR-Produkte muss deshalb entweder nach Abschluss aller Zyklen 
oder manuell durch Unterbrechung des Protokolls in ausgewählten Zyklen erfolgen. 
Die Methode der Block-PCR wurde in Vorversuchen zur Etablierung des Modells und 
zur Protokolloptimierung genutzt, bevor die endgültige Quantifizierung der mRNA-
Expression am LightCycler® (siehe 3.5.7) erfolgte. Die zur Amplifizierung 
verwendeten Primer sind in Tabelle 3-4 aufgeführt.
Folgender Ansatz wurde verwandt:
CD36/GAPDH SR-BI/PPARγ
(MgCl2-Konz.: 1 mM) (MgCl2-Konz.: 2,3 mM)
H2O 13,8 µl 12,5 µl
10xPuffer 2,5 µl 2,5 µl
MgCl2 1,0 µl 2,3 µl
dNTP’s 0,5 µl 0,5 µl
Primer1 (5 µM) 2,5 µl 2,5 µl
Primer2 (5 µM) 2,5 µl 2,5 µl
Taq-Polymerase 0,2 µl 0,2 µl
cDNA-Template 2,0 µl 2,0 µl
Gesamtvolumen 25,0 µl 25,0 µl
Das Gemisch wurde vor Zugabe der Taq-Polymerase kurz gevortext und 
anschließend anzentrifugiert. Im Thermozykler (PTC-200 Peltier Thermal Cycler, MJ-
Research) wurde es folgendem Programm unterworfen:
34 Zyklen à 30 s 94 °C
1 min 65 °C
1 min 72 °C
abschließend 10 min 72°C
Material und Methoden 43
Die entstandenen PCR-Produkte wurden durch Gelelektrophorese (siehe 3.5.8) mit 
Zusatz von Ethidiumbromid als interkalierendem Farbstoff und nachfolgender 
Fotografie unter ultraviolettem Licht sichtbar gemacht.
Gen Sequenz Länge
V F CD36 5’-GTACAGCCCAATGGAGCCATCTT-3’ 23 bp
V R CD36 5’-ACCAATATGTTGACCTGCAGTCGTT-3’ 25 bp
V T F CD36 5’-AGATGTGGAACCCATAACTGGA-3’ 22 bp
V T R CD36 5’-AGCTTGATTTTCCCAGTCACTT-3’ 22 bp
V F SR-BI 5’-CATAGACCCGAGCAGCCTGTCCTT-3’ 24 bp
V R SR-BI 5’-CCAGACTCTCGGCATGGGCAGAA-3’ 23 bp
V T F SR-BI 5’-CTGTTTGTTGGGATGAACAACT-3’ 22 bp
V T R SR-BI 5’-CCATTGATCATGTTACACTGCTCT-3’ 24 bp
V F PPARγ 5’-AGCTCTGTGGACCTCTCCGTGAT-3’ 23 bp
V R PPARγ 5’-CGGATCGAAACTGGCACCCTTGAA-3’ 24 bp
V T F PPARγ 5’-TTCATGCTTGTGAAGGATGCA-3’ 21 bp
V T R PPARγ 5’-GCTTTGGTCAGCGGGAA-3’ 17 bp
V F GAPDH 5’-ACGGCACAGTCAAGGCCGAGAAT-3’ 23 bp
V R GAPDH 5’-CAGTGTAGCCCAAGATGCCCTTCA-3’ 24 bp
V F GAPDH 5’-GGGGTGAGGCCGGTGCTGAGTAT-3’ 23 bp
V R GAPDH 5’-CATTGGGGGTAGGAACACGGAAGG-3’ 24 bp
Q T F CD36 5’-GAACCTATTGAAGGCTTACATCC-3’ 23 bp
Q T R CD36 5’-CCCAGTCACTTGTGTTTTGAAC-3’ 22 bp
Q T F SR-BI 5’-CTCCCAGACATGCTTCCCATA-3’ 21 bp
Q T R SR-BI 5’-GTCAGCTTCATGGACCTGCA-3’ 20 bp
Q T F PPARγ 5’-GCCATTGAGTGCCGAGTC-3’ 18 bp
Q T R PPARγ 5’-CATGTCGTAGATGACAAATGGTG-3’ 23 bp
Q T F GAPDH 5’-ATTCAACGGCACAGTCAAGG-3’ 20 bp
Q T R GAPDH 5’-TGGATGCAGGGATGATGTTC-3’ 20 bp
Tabelle 3-4: Sequenzen aller in den Vorversuchen zur Modelletablierung und –optimierung 
(„V“), sowie zur finalen Quantifizierung („Q“) am LightCycler® eingesetzten Primer. Alle mit „T“ 
gekennzeichneten aufgeführten Primer wurden von TIBMOLBIOL, Berlin entworfen und 
synthetisiert. „F“ und „R“ kennzeichnen den Vorwärts- und Rückwärtsprimer des jeweiligen 
Gens.
3.5.7 Quantitative Real-Time PCR am LightCycler®
Die Quantifizierung kleinster Mengen DNA bzw. RNA stellt eine Herausforderung dar, 
die erst seit der Einführung der sogenannten Real-Time PCR (engl., Echtzeit-
Polymerasekettenreaktion) einige Fortschritte erzielt hat. Es handelt sich hierbei um 
eine Methode, die sensitiver und präziser ist als sogenannte Endpunktmethoden wie 
das Southern Blot - Verfahren [137] und selbst noch einzelne DNA-Moleküle 
nachweisen kann. Halbquantitative Verfahren wie das Ausmessen der Bandenstärke 
nach herkömmlicher (Block-)PCR und anschließender Gelelektrophorese oder 
Southern Blot sind eher ungeeignet um Unterschiede der mRNA-Expression zu 
untersuchen (siehe 4.1.2). 
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Zur Durchführung der Real-Time PCR wurde in den Versuchen der LightCycler® der 
Firma Roche benutzt. Im Unterschied zur Block-PCR, bei der erst nach Durchlaufen 
aller Zyklen die DNA-Menge per Southern Blot oder Gelbandenvergleich abgeschätzt 
werden kann, wird bei der Real-Time PCR die DNA-Konzentration in jedem Zyklus 
bestimmt. So ist es möglich, zeitgleich, am Gerät, die Zunahme der DNA-Menge zu 
verfolgen. Das Besondere an diesem Verfahren ist, dass man aufgrund der DNA-
Konzentrationszunahme und der dafür benötigten Zyklen einen Rückschluss auf die 
zu Beginn eingesetzte DNA-Menge ziehen kann. Mit keinem anderen Verfahren ist 
dies so möglich. 
Theoretisch verdoppelt sich die Anzahl der eingesetzten DNA-Moleküle mit jedem 
Zyklus, so dass insgesamt ein exponentielles Wachstum zugrunde liegt. Dieses wird 
aber nur in der Theorie erreicht. In der Praxis lassen sich Zuwächse von wenigen 
Molekülen pro Zyklus auch am LightCycler® nicht registrieren und ab einer gewissen 
Anzahl von DNA-Strängen (Milliarden) ist es aufgrund von Substratmangel und 
Enzymermüdung nicht mehr möglich eine Verdopplung in jedem Zyklus zu erreichen. 
Die Zunahme an DNA-Menge schwächt sich ab und erreicht schließlich ein 
konstantes Niveau, die sogenannte Plateauphase. Hierin liegt auch der Grund, 
warum eine Gelelektrophorese nach Block-PCR für alle eingesetzten DNA-Mengen 
ein in etwa gleiches Bild bietet – alle haben nach mehr oder weniger Zyklen das 
Maximal-Niveau erreicht. Es gibt in jedem LightCycler®-Lauf nur wenige (3-5) 
Zyklen, die einen registrierten exponentiellen Verlauf zeigen und damit zur 
Quantifizierung genutzt werden können – diese bei einer Block-PCR experimentell 
für jede Probe einzeln zu ermitteln ist ein fast aussichtsloses Verfahren.
Ein anderer erwähnenswerter Vorteil speziell des LightCyclers® gegenüber der 
Block-PCR liegt in der schnellen Wärmeaufnahme der verwendeten Glaskapillaren 
und der damit zusammenhängenden Reduzierung der Zykluszeiten (siehe Protokoll). 
Diese wiederum bedingen die Wahl möglichst kurzer DNA-Fragmente zur 
Amplifizierung mit entsprechendem Primerdesign. Zur Quantifizierung der cDNA-
Fragmente am LightCycler® wurden deshalb neue Primer entwickelt und 
synthetisiert (siehe Tabelle 3-4). Diese Arbeit übernahm nach entsprechenden 
Vorgaben die Firma TIBMOLBIOL, Berlin. 
Um durch Vergleich der Amplifizierungskurven die ursprünglich in der Probe 
enthaltene DNA-Menge zu ermitteln, müssen 6-8 externe Standards mit bekannter 
DNA-Konzentration unter gleichen Bedingungen bei jedem Lauf mitgeführt werden.   
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Zur Gewährleistung gleichbleibender Standards, wurden mit DNA-vorbeschichte 
LightCycler® -Glaskapillaren verwendet, die durch die Firma Roboscreen, Leipzig, 
nach Vorgaben hergestellt wurden. Nach Zusendung entsprechend aufgereinigter 
DNA-Fragmente aller zu quantifizierenden Gene und HPLC-Kalibrierung wurden 
LighCycler® - Kapillaren mit DNA-Fragmenten in vorgegebenen Konzentrationen 
(siehe Tabelle 3-8) beschichtet und anschließend tiefgefroren.
Zur Registrierung der DNA-Konzentration der Probe in Echtzeit während der 
Amplifikation gibt es verschiedene Verfahren, zwei wurden in den Versuchen genutzt 
und werden nachfolgend beschrieben.
3.5.7.1 SYBR Green I – Farbstoff
Bei SYBR-Green handelt es sich um einen interkalierenden DNA-Farbstoff, der sich 
während der Elongationsphase unspezifisch an jegliche, im Ansatz vorhandene, 
doppelsträngige DNA bindet. Nach Bindung erhöht sich seine Fluoreszenz um den 
Faktor 100 und ist damit ein Maß für die im Ansatz befindliche DNA-Konzentration. 
Durch die Unspezifität kann man ohne weitere Entwicklungsarbeit einen 
funktionierenden Block-PCR Ansatz auf den LightCycler® übertragen und man erhält 
starke Fluoreszenssignale und quantifizierbare Kurven. Allerdings kommt es durch 
die unspezifische Reaktion auch zu einer Quantifizierung von Nebenprodukten, die 
das Ergebnis verfälschen. Besonders bei sehr geringen DNA-Konzentrationen 
kommt es zur Bildung sogenannter Primer-Dimere (Selbstpaarbildung der Primer mit 
Amplifikation), deren Konzentration das eigentliche Produkt deutlich überragen kann. 
Um die Entstehung möglicher Nebenprodukte zu kontrollieren, wurde nach dem 
LightCycler®-Lauf eine Schmelzkurvenanalyse durchgeführt, die 
Längenunterschiede und Differenzen im Gehalt an Guanin und Cytosin der 
entstandenen DNA-Stränge sichtbar machen kann und somit ähnlich einer 
Gelelektrophorese eine Aussage über die Spezifität der PCR-Reaktion ermöglicht.
3.5.7.2 Hybridisierungssonden
Hybridisierungssonden sind spezifische kurze, einzelsträngige DNA-Sequenzen, die 
wie Primer während der Annealingphase an die Einzelstrang-DNA binden. Jeweils 
ein Paar bindet an eine spezifische DNA-Sequenz, die zwischen beiden Primern 
liegen muß. Das 3’-Ende einer Sonde ist mit Fluorescein markiert, einem 
sogenannten fluorescence resonance energy transfer – Donor (FRET-Donor). Das 
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5’-Ende der anderen Sonde ist mit einem Akzeptorfarbstoff markiert, z.B. LC Red 640 
oder LC Red 705. Bei Anregung des FRET-Donor durch Licht der Wellenlänge       
470 nm kommt es über den FRET-Donor zur Aktivierung des Akzeptorfarbstoffs und 
damit zur Aussendung eines Fluoreszenzsignals. Die Signalausbeute ist sehr viel 
schwächer als bei SYBR-Green, da nur 2 Moleküle pro DNA Strang binden, im 
Gegensatz zu mehreren Hundert bei SYBR-Green, dafür aber spezifisch nur für das 
gewünschte PCR-Produkt. Eine Schmelzkurvenanalyse ist bei Anwendung von 
Hybridisierungssonden nicht durchführbar und nicht notwendig.
Sonde Sequenz 
mCD36 FL 5’-CCTTACATTGTACCTATACTGTGGCTAAATGAG-3’
mCD36 LC 5’-LC Red640-CTGGGACCATTGGTGATGAAAAAGC-3’
MSRBI FL 5’-CAGATGGATCCTGCTGAAATTCTGGAC-3’
MSRBI LC 5’-LC Red640-CCCGTGAAGACAGTGAAGACCCCA-3’
PPARγ FL* 5’-ATGGCATTGTGAGACATCCCCACA-3’
PPARγ LC* 5’-LC Red640-CAAGGCACTTCTGAAACCGACAGTACT-3’
GAPDH FL 5’-CCAGAAGACTGTGGATGGCCCCT-3’
GAPDH LC 5’-LC Red640-TGGAAAGCTGTGGCGTGATGGC-3’
Tabelle 3-5: Sequenzen der Hybridisierungssonden zur Quantifizierung der mRNA-Expression 
der Gene CD36, SR-BI, PPARγ, GAPDH am LightCycler®. Die Sonden wurden von 
TIBMOLBIOL, Berlin entworfen und synthetisiert. Alle Hybridisierungssonden wurden in 
Vorversuchen eingesetzt. *Nur PPARγ LC und PPARγ FL wurden in den Versuchen zur 
Quantifizierung eingesetzt.
3.5.7.3 Protokoll
Die Quantifizierung am LightCycler® erfolgte am Gerät im molekularbiologischen 
Labor der Klinik und Poliklinik für Urologie. Die Primer, sowie die 
Hybridisierungssonden, wurden speziell für diese Versuche von der Firma 
TIBMOLBIOL GmbH, Berlin entwickelt und synthetisiert. Nach ersten Vorversuchen 
erwies es sich als sinnvoll für die Konzentrationsbestimmung der Gene CD36, SR-BI 
und GAPDH, das SYBR-Green-Assay einzusetzen und für die Quantifizierung des 
Transkriptionsfaktors PPARγ aufgrund sehr geringer Konzentrationen die Methode 
der Hybridisierungssonden zu wählen. Entsprechende Primer, Sonden und 
genspezifische Amplifikationsbedingungen sind Tabelle 3-7 zusammenfassend 
dargestellt. 
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Folgendes Protokoll wurde angewandt:
CD36, SR-BI, GAPDH PPARγ
H2O 10,4 µl 8,8 µl
MgCl2 1,6 µl 1,6 µl
Primer1 ( 10 µM ) 2,0 µl 2,0 µl
Primer2 ( 10 µM ) 2,0 µl 2,0 µl
Hybr.-Sonde1 (5 µM) 0,8 µl
Hybr.-Sonde2 (5 µM) 0,8 µl
ReaktionsMix (Roche) 2,0 µl 2,0 µl
cDNA-Template 2,0 µl 2,0 µl
Gesamtvolumen 20 µl 20 µl
Der Ansatz wurde als Mastermix hergestellt und anschließend im Gefrierblock in 
LightCycler® - Kapillaren mit Template-cDNA und in beschichtete Standardkapillaren 
(siehe Tabelle 3-8) gegeben. Daraufhin wurden die Glaskapillaren in das 
LightCycler® - Gerät eingesetzt und einem Zyklusprotokoll (Tabelle 3-6) unterworfen. 
Amplifikationsdaten wurden während des Laufs durch entsprechende Software 
(LightCycler Software, Idaho Technology Inc.) aufgezeichnet und anschließend 
ausgewertet. Zur Quantifizierung wurde die Methode des sogenannten „2nd-derivate-
maximum“ eingesetzt, die das Maximum der 2ten Ableitung jeder 
Amplifizierungskurve bestimmt und mit denen der externen Standards vergleicht. 
Eine manuelle Auswertung, mit Festlegung bestimmter Fit-Points der Kurven ist in 
diesem Fall nicht nötig.
Temperatur Zeitdauer Anstieg Datenaquisition
Prä-Inkubation 95 °C 10 min 20 keine
Amplifikation 95 °C
xx °C**
72 °C
10 sec
10 sec
xx sec***
20
20
20
keine
keine
einfach
Schmelzkurve* 95 °C
60 °C
95 °C
0 sec
15 sec
0 sec
20
20
0.1
keine
keine
kontinuierlich
Kühlen 40°C 30 sec 20 keine
Tabelle 3-6: Temperaturprotokoll zur Quantifizierung der mRNA-Expression von CD36, SR-BI, 
PPARγ und GAPDH am LightCycler®. Ein Schmelzkurvenanalyse(*) wurde für PPARγ aufgrund 
der Anwendung von Hybridisierungssonden nicht durchgeführt. Spezifische 
Annealingtemperaturen(**) und Amplifikationszeiten(***) der einzelnen Gene sind in Tabelle 3-7
aufgeführt.
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Gen Sequenz Produkt-
länge (bp)
Annealing 
Temperatur 
(°C)
Extensions 
Zeit
(s)
Primer
CD36 F: 5’-GAACCTATTGAAGGCTTACATCC-3’  
R: 5’- CCCAGTCACTTGTGTTTTGAAC-3’
246 65 10
SR-BI F: 5’- CTCCCAGACATGCTTCCCATA-3’
R: 5’- GTCAGCTTCATGGACCTGCA-3’
275 65 11
PPARγ F: 5’- GCCATTGAGTGCCGAGTC-3’
R: 5’- CATGTCGTAGATGACAAATGGTG-3’
435 60 17
GAPDH F: 5’- ATTCAACGGCACAGTCAAGG-3’
R: 5’- TGGATGCAGGGATGATGTTC-3’
467 65 19
Hybridisierungssonden
PPARγ 1: ATGGCATTGTGAGACATCCCCACA
2: CAAGGCACTTCTGAAACCGACAGTACT
Tabelle 3-7: Die zur mRNA Quantifizierung am LightCycler® eingesetzten Primer und 
Hybridisierungssonden sowie genspezifische Amplifizierungsbedingungen. Alle Sonden und 
Primer wurden von TIBMOLBIOL, Berlin entworfen und synthetisiert.
Kapillare CD36 SR-BI PPARγ GAPDH
[ag] [Moleküle] [ag] [Moleküle] [ag] [Moleküle] [ag] [Moleküle]
1 1x107 3,96x107 1x106 3,54x106 1x104 2,24x104 1x107 2,09x107
2 1x106 3,96x106 1x105 3,54x105 1x103 2,24x103 1x106 2,09x106
3 1x105 3,96x105 1x104 3,54x104 1x102 2,24x102 1x105 2,09x105
4 1x104 3,96x104 1x103 3,54x103 1x101 2,24x101 1x104 2,09x104
5+7 1x103 3,96x103 1x102 3,54x102 5x100 1,12x101 1x103 2,09x103
6+8 1x102 3,96x102 1x101 3,54x101 1x100 2,24x100 1x102 2,09x102
Tabelle 3-8: Standardmengen an enthaltener DNA (Angabe in ag [10-18 g] und DNA-Molekül-
Anzahl), der als externer Standard zur Quantifizierung am LightCycler® eingesetzten 
beschichteten Kapillaren. Die Beschichtung in Kapillaren in vorgegebenen Größenordnung 
und nach Zusendung aufgereinigter, genspezifischer PCR-Produkte erfolgte durch die 
Roboscreen GmbH, Leipzig. Je nach Versuch wurden 6-8 externe Standardkapillaren verwandt.
3.5.8 Agarose – Gelelektrophorese
Zur Kontrolle der erfolgreichen Amplifikation wurden die Produkte der Block-PCR, 
sowie Ausgewählte der LightCycler®-Amplifizierung einer Agarosegelelektrophorese 
unterzogen. Dazu wurden die Lösungen in den LightCycler® - Kapillaren mittels 
kurzer Zentrifugation in Eppendorfgefäße übergeführt. 
Zur Elektrophorese wurden 1,6 %ige Agarose-Gele verwandt, denen 1,5 µl 
Ethidiumbromid zugesetzt wurde. Zur Herstellung der Gele sowie als Lauf-Puffer 
wurde 1xTAE-Puffer benutzt. 1 µl Glycerolblau wurde mit 3 µl PCR-Produkt gemischt 
und zusammen mit einer 100-bp-Leiter als Längenmarker 45 min bei 100 V in einer 
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Elektrophorese-Apparatur aufgetrennt. Die Proben wurden unter UV-Licht digital 
fotografiert und anschließend ausgewertet.
3.5.9 Zytokinbestimmung
Die Bestimmung der Zytokinkonzentration von Tumornekrosefaktor alpha (TNFα) 
und des Monozyten-Chemotaktischen Proteins-1 (MCP-1) in den Überständen aus 
ausgewählten Zellversuchen wurde im Labor der Stoffwechselforschung der 
Medizinischen Fakultät Carl Gustav Carus der TU Dresden unter Leitung von     
Herrn Dr. rer. medic. J. Pietzsch durchgeführt. Die Analyse erfolgte mit Hilfe der 
kommerziell erhältlichen Testkits Quantikine® Mouse TNFα Immunoassay und 
Quantikine® Mouse JE/MCP-1 Immunoassay (R&D Systems).
3.5.10 Sequenzierung
Durch eine direkte Sequenzierung der 4 PCR-Produkte (CD36, SR-BI, PPARγ, 
GAPDH) konnte eine zweifelsfreie Identifikation ermöglicht werden. Die 
Sequenzierung erfolgte im Labor der Pathologischen Biochemie mit 
fluoreszenzmarkierten Primern (Cy5) mit der Strangabbruch-Methode nach SANGER
[138]. Zur Durchführung wurden kommerziell erhältliche Testkits der Firma USB 
verwendet. Die Gelelektrophoretische Trennung und lasergestütze Abtastung der 
Sequenz erfolgte auf einem ALFexpress (Amersham Biosciences). Die 
resultierenden Sequenzen wurden zur Identifizierung mit den gespeicherten 
Sequenzen des BLAST-Programms des NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) 
verglichen.
3.6 Auswertung der Ergebnisse
Die Ergebnisse der LightCycler® - Quantifizierung wurden in MS Excel (Microsoft 
Corp.) erfasst und aufbereitet. 
Zur besseren Vergleichbarkeit der Expressionsdaten wurden die mit Hilfe von 
externen Standards ermittelten absoluten mRNA-Konzentrationen auf die des 
Housekeeping-Gens GAPDH, mit bekannter konstanter Expression pro Zelle, 
bezogen. Die damit gewonnenen relativen Expressionsdaten wurden wiederum auf 
die bei jedem Zellversuch mitgeführte und ebenfalls quantifizierte PBS-Kontrolle 
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standardisiert, um möglich Unterschiede in Passagealter und Zellzuchtbedingungen 
auszugleichen.
Zur statistischen Analyse und graphischen Aufbereitung kamen die Programme 
SPSS 12.0 (SPSS Inc.) und SigmaPlot 9.0 (Systat Software Inc.) zur Anwendung. 
Die statistische Auswertung erfolgte durch einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA). 
Als signifikant wurden Ergebnisse dann gewertet, wenn sie einen p-Wert kleiner 0,05 
aufwiesen.
Zur Erstellung dieser Dissertation, inklusive der enthaltenen Abbildungen, wurden 
MS Word (Microsoft Corp.), EndNote 7.0 (Thomson ISI ResearchSoft),      
CorelDRAW 6.0 (Corel Corp.) und Adobe Photoshop Elements (Adobe Systems Inc.) 
verwendet.
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4 Ergebnisse
4.1 In vitro - Untersuchungen
4.1.1 RAW 264.7 Zellen in der Kultur
Abbildung 4-1: Zellwachstum von RAW 264.7 Zellen in RPMI 1640 Medium. Die Abbildung zeigt 
verschiedene Konfluenzstufen des Zellrasens, die rein visuell abgeschätzt wurden auf Werte 
von ca. 20% (A), ca. 60% (B), ca. 80% (C).
Die Anzucht der RAW 264.7 Zellen in der Kultur gestaltete sich problemlos. Eine 
Infektion des Mediums mit Umweltkeimen wurde nur einmalig festgestellt und die 
entsprechenden Proben daraufhin vernichtet. Abbildung 4-1 zeigt das Wachstum der 
RAW 264.7 Zellen in der Kultur bei verschiedenen Konfluenzstufen.
4.1.2 PCR und Quantifizierung am LightCycler®
Um reproduzierbare und nachvollziehbare Ergebnisse zu erhalten, mussten die den 
Versuchen zugrundeliegenden Protokolle optimiert werden. Die Optimierung der 
PCR-Bedingungen, sowie die Übertragung der Protokolle von der Block-PCR auf den 
LightCycler® waren dabei von der größten Bedeutung. In Vorversuchen zeigte sich, 
dass eine cDNA-Synthese mit nachfolgender Block- oder Real-Time-PCR ohne 
vorgeschalteten DNase-Verdau keine quantifizierbaren Ergebnisse lieferte (siehe 
Abbildung 4-2, A). Besonders die Amplifikation der GAPDH zeigte im 
Kontrollversuch, der durch Weglassen des Enzyms Reverse Transkriptase („RT-„) 
ohne cDNA-Synthese abläuft, starke Banden im Gelbild.
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Abbildung 4-2: Bandenbild nach Block-PCR mit anschließender Gelelektrophorese der vier 
analysierten Gene (CD36, SR-BI, PPARγ, GAPDH). Die Abbildung zeigt die Unterschiede im 
Ergebnis nach cDNA-Synthese (RT-PCR) ohne (A) oder mit (B) vorgeschaltetem DNase-Verdau. 
Zusätzlich wurde für jedes Gen eine Kontrolle mitgeführt, ohne Zugabe von Reverser 
Transkriptase (RT-) während der cDNA-Synthese. Eine 100-bp-Leiter wurde zur 
Längenabschätzung der PCR-Produkte ebenfalls aufgetragen. Markierung „1“ zeigt das 817 bp 
große PCR-Produkt der PPARγ-Amplifizierung, welches quantitativ von Nebenprodukten 
überlagert wurde. Markierung „2“ kennzeichnet das Auftreten des GAPDH-PCR-Produkts in der 
RT- - Negativkontrolle, wenn kein DNase-Verdau vorgenommen worden ist.
Abbildung 4-3: Agarosegelelektro-
phorese der PCR-Produkte der 
untersuchten Gene (CD36 246 bp, 
SR-BI 275 bp, PPARγ 435 bp, GAPDH 
467 bp) unter Verwendung der von 
TIBMOLBIOL, Berlin speziell für die 
Quantifizierung am LightCycler® 
entworfenen Primer. Zum 
Größenvergleich wurde eine 100-bp-
Leiter mitaufgetragen.
Hierbei handelt es sich höchstwahrscheinlich um 
Verunreinung mit genomischer DNA             
(siehe 3.5.4), die das Ergebnis der cDNA 
Quantifizierung stark verfälschen würden. Durch 
Einfügen eines DNase-Verdaus vor der cDNA-
Synthese gelang es, jegliche DNA im Ansatz 
soweit zu eliminieren, dass im 
Gelbandenvergleich nach Amplifizierung keine 
Banden in der Kontrolle zu detektieren sind 
(siehe Abbildung 4-2, B). Zusätzlich reduzierte 
sich durch den vorgeschalteten DNase-Verdau 
auch die Bildung unerwünschter Nebenprodukte. 
Für die Quantifizierung am LightCycler® wurden 
speziell von TIBMOLBIOL konstruierte Primer 
verwendet, die kürzere PCR-Produktlängen 
erzeugen. Eine Agarosegelelektrophorese der 
PCR-Produkte dieser Primer ist in Abbildung 4-3
dargestellt.
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Abbildung 4-4: Konzentrationsbestimmung der DNA mittels LightCycler® (A,B) im Vergleich 
zur Bestimmung durch Gelbandenvergleich (C) nach Block-PCR. Dazu wurden die externen 
Standards zur GAPDH Bestimmung (siehe 0, Verdünnungsfaktor jeweils 1:10) einer 
LightCycler®-PCR unterzogen und anschließend elektrophoretisch in einem Agarose-Gel 
aufgetrennt. Abb. A stellt die Konzentrationsverläufe der einzelnen Standards in jedem Zyklus 
dar, Abb. B die vorgegebenen und die durch die LightCycler®-Software berechneten 
Konzentrationen der Standards. Abb. C zeigt das Ergebnis der anschließenden Agarose-
Gelelektrophese.
Ein Vergleich der Ergebnisse einer LightCycler®-Quantifizierung mit denen einer 
nachfolgend durchgeführten Gelelektrophorese zeigt Abbildung 4-4. Während die 
Bandenstärke der einzelnen PCR-Produkte in der Gelelektrophorese bis auf die 
kleinste Verdünnung (Abbildung 4-4, C, Banden 6 und 8) kaum Unterschiede 
aufweist, zeigen die Messwerte des LightCyclers® für jede einzelne Probe distinkte 
Verläufe (Abbildung 4-4, A) und auch unterschiedliche errechnete 
Ausgangskonzentrationen (Abbildung 4-4, B). Die in diesem Beispiel amplifizierte 
Probenmenge reicht von 100 ag cDNA (entspricht für GAPDH 209 Molekülen cDNA) 
bis zu 10 pg cDNA (entsprechend 20,9 Mio. Molekülen cDNA). 
4.1.3 Expression von CD36, SR-BI und PPARγ im Vergleich
Mit Hilfe des LightCyclers® ist es möglich, relativ genau die Anzahl der cDNA Kopien 
in einer Probe zu bestimmen. Die absolute Anzahl der jeweiligen cDNA Moleküle 
wurde durch Vergleich mit einem externen Standard bestimmt und anschließend in 
Bezug gesetzt zur gemessenen Anzahl der GAPDH-cDNA-Moleküle. Als 
sogenanntes Housekeeping-Gen weist GAPDH eine relativ konstante Expression pro
Zelle auf. Eine Darstellung der Expressionsraten findet sich in Abbildung 4-5. 
CD36 zeigt die höchste relative Expression (4,66 %) im Vergleich zur GAPDH-
Expression, gefolgt von SR-BI (2,25 %) und PPARγ (0,11 %). Mit einer mittleren 
Expression von nur etwa 200 cDNA Molekülen pro 1 µl synthetisierter cDNA 
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unterstreicht PPARγ seine Funktion als Regulator-Protein der Transkription anderer 
Proteine.

mRNA - Expression (% mRNA - Expression GAPDH)
0 100 200 300 400 500 600
PPAR 
SR-BI
CD36
Abbildung 4-5: Expression der Scavenger-Rezeptoren CD36, SR-BI und des 
Transkriptionsfaktors PPARγ im Verhältnis zur Expression des Housekeeping-Gens GAPDH. 
Dargestellt sind Durchschnittswerte (±SD) aller in vitro - Versuche (n=75) nach Inkubation mit 
oxLDL, natLDL oder PBS als Kontrolle in verschiedenen Konzentrationsstufen und nach 
unterschiedlichen Inkubationszeiten.
4.1.4 Expression der Scavenger-Rezeptoren nach 24h Inkubation
Zur Untersuchung des Einflusses von oxidierten LDL (oxLDL) und nativen LDL 
(natLDL) auf die Expression der untersuchten Gene im Vergleich mit einer Kontrolle 
(PBS) wurden lange Inkubationszeiten (t=24h) und hohe Konzentrationen von oxLDL 
bzw. natLDL (c= 30 µg Protein /ml) gewählt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 4-6
dargestellt. 
Es zeigte sich eine signifikante Erhöhung der CD36-Expression nach oxLDL-
Inkubation um 106% im Vergleich zur Inkubation mit nativen LDL. Dieser Anstieg war 
in allen durchgeführten Versuchen deutlich ausgeprägt. Ebenso führte die Inkubation 
mit oxLDL zu einer Suppression der SR-BI-Expression (um 21%). Auch dieser Abfall 
trat in allen Versuchen auf. Zusätzlich konnte in allen durchgeführten Versuchen ein 
Anstieg der PPARγ-Expression nach oxLDL Inkubation beobachtet werden, der in 
seiner Gesamtheit jedoch keine Signifikanz erreichte.
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Abbildung 4-6: mRNA Expression von CD36, SR-BI und PPARγ nach Inkubation (t=24 h) mit 
PBS als Kontrolle, natLDL (30 µg/ml) und oxLDL (30 µg/ml). Es wurden 4 Versuche 
durchgeführt (A-D) und zusammenfassend dargestellt (E). Die jeweilig ermittelte absolute 
Expression wurde auf die Expression des GAPDH-Gens bezogen und im Verhältnis zur PBS-
Kontrolle dargestellt. Die einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) zeigte signifikante 
Expressionsunterschiede für CD36 und SR-BI (* p<0,05) im Vergleich oxLDL vs natLDL.
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4.1.5 Konzentrationsabhängigkeit der Expression nach 4 h und 24 h 
Inkubation
Um zu ermitteln, ob eine Dosis- und Zeitabhängigkeit der Expression der Scavenger-
Rezeptoren sowie des Transkriptionsfaktors vorliegt, wurden RAW 264.7 Zellen mit 
oxLDL und natLDL unterschiedlicher Konzentration (Proteinkonzentration: 7,5 µg/ml, 
15 µg/ml, 30 µg/ml) inkubiert und die Expression dieser Gene zu 2 Zeitpunkten 
ermittelt (4h bzw. 24 h). Die Ergebnisse dieses Versuchs werden in Abbildung 4-7
veranschaulicht. 
Es zeigt sich eine ausgeprägte Dosisabhängigkeit der Expression insbesondere von 
CD36, sowie von SR-BI nach längerer Inkubation (24h). Mit ansteigender 
Konzentration von oxLDL kann eine Erhöhung der Transkription von CD36 
beobachtet werden, sowie eine Suppression von SR-BI. Inkubation mit natLDL 
bewirkt keine signifikante Steigerung der CD36-Expression, jedoch ein Abfallen der 
SR-BI-mRNA-Expression bei steigenden Konzentrationen. Eine 4 stündige 
Inkubation mit oxLDL, als auch mit natLDL ruft eine Erhöhung der SR-BI-Expression 
hervor.
Die Expression von PPARγ zeigt sich uneinheitlich, lediglich ein leichter Anstieg bei 
ansteigender oxLDL Konzentration ist zu verzeichnen.
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Abbildung 4-7: Zeit- und Konzentrationsabhängigkeit der Expression von CD36, SR-BI und 
PPARγ in Makrophagen. Nach Inkubation von RAW 264.7 Zellen (4 h bzw. 24 h) mit oxLDL und 
natLDL in Konzentrationen von 7,5 µg/ml, 15 µg/ml und 30 µg/ml sowie einer PBS-Kontrolle 
wurde die Expression der jeweiligen Gene im LightCycler® gemessen und im Verhältnis zur 
GAPDH-Expression und Kontrolle (PBS) dargestellt. Es wurde ein Versuch durchgeführt und 
mit den Ergebnissen aus Abbildung 4-6 gemeinsam gezeigt. Signifikante 
Expressionsunterschiede für CD36 und SR-BI (* p<0,05) wurden durch einfaktorielle 
Varianzanalyse (ANOVA) ermittelt im Vergleich oxLDL vs natLDL.
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4.1.6 Zeitabhängigkeit der Expression von CD36, SR-BI und PPARγ
Da eine ausgeprägte Zeitabhängigkeit der Expression von CD36, SR-BI und PPARγ
im vorherigen Versuch beobachtet werden konnte, wurde nachfolgend der Zeitverlauf 
der Expression genannter Gene näher untersucht. Dazu wurde bei hoher LDL-
Konzentration (c = 30 µg Protein /ml) die Anzahl der transkribierten mRNA Moleküle 
zu verschiedenen Zeitpunkten ermittelt (0,5 h; 1 h; 1,5 h; 2 h; 4 h; 12 h; 24 h). Die 
Ergebnisse dieses Versuchs finden sich in Abbildung 4-8.
Nach einem trendlosen Expressionsverlauf in den ersten 4 Stunden der Inkubation 
zeigten sich insbesondere bei CD36 und PPARγ ähnliche Expressionsverläufe im 
nachfolgenden Zeitabschnitt. Die Expression der beiden Gene erreicht in den mit 
oxLDL inkubierten Zellen deutlich höhere Werte, als in der Vergleichsgruppe 
(natLDL). Das Maximum der Expression liegt für CD36 und PPARγ bei jeweils 12 h 
Inkubationszeit mit oxidiertem LDL (CD36: 278%, PPARγ: 192%). Während die 
CD36-mRNA-Expression für die mit natLDL inkubierten Zellen für fast alle Zeitpunkte 
unter den Werten der PBS Kontrolle liegt, zeigte PPARγ auch bei Inkubation mit 
natLDL einen Anstieg der Expression auf etwa 125% im Vergleich zur PBS-Kontrolle 
zu den Zeitpunkten 12h und 24h.
Die Zeitkurve der SR-BI-Expression verläuft deutlich anderes als die der zuletzt 
genannten Gene. Es kommt zu einem leichten Anstieg der SR-BI-Expression nach   
2-4 h. Danach fällt die Anzahl der gemessenen mRNA Moleküle unter die der PBS-
Kontrolle zurück, so dass man von einer Suppression sprechen kann. Dabei liegt die 
ermittelte Expression von SR-BI nach Inkubation mit oxLDL bis auf einen Wert 
(t=0,5h) immer unter der Expression dieses Rezeptors der mit natLDL inkubierten 
Zellen.
Die im vorhergehenden Versuch ermittelten Expressionsraten zu verschiedenen 
Zeitpunkten (siehe 4.1.5) wurden in diesem Versuch noch einmal bestätigt.
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Abbildung 4-8: Der Zeitverlauf der Expression von CD36, SR-BI sowie PPARγ während der 
Inkubation mit oxLDL oder natLDL, jeweils dargestellt im Verhältnis zu GAPDH-Expression und 
Expressionsraten einer gleichzeitig inkubierten PBS-Kontrolle. Es wurde ein Versuch mit einer 
Konzentration von oxLDL oder natLDL von 30 µg Protein/ml durchgeführt und die Expression 
der Gene zu verschiedenen Zeitpunkten bestimmt (0,5 h; 1 h; 1,5 h; 2 h; 4 h; 12 h; 24 h).
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4.1.7 Zytokinfreisetzung
Im Überstand der in Abbildung 4-7 gezeigten Versuche (24h-Inkubation) wurde die 
Konzentration der Zytokine Tumornekrosefaktor alpha (TNFα) und Monozyten-
chemotaktisches Protein-1 (MCP-1) mittels ELISA-Test ermittelt und in Abbildung 4-9
graphisch dargestellt. Die Ergebnisse lassen einen Anstieg der Zytokinkonzentration 
im Überstand mit zunehmender LDL-Konzentration erkennen, unabhängig von einer 
oxidativen Modifizierung des verwendeten LDL. Es zeigte sich bei einer LDL-
Konzentration von 30 µg/ml sowohl für TNFα als auch für MCP-1 eine signifikante 
Erniedrigung der Zytokinausschüttung nach oxLDL-Inkubation gegenüber einer 
Inkubation mit nativem LDL. Dabei fand sich bei TNFα eine 50% niedrigere 
Konzentration im Überstand, während für MCP-1 eine um 42% niedrigere 
Zytokinkonzentration gemessen wurde. Die Konzentrationen von TNFα und MCP-1 
wurden unabhängig voneinander mit verschiedenen Assays bestimmt. 
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Abbildung 4-9: Konzentration von TNFα und MCP-1 im Überstand der Zellkulturen nach 
Inkubation (24h) mit oxLDL und natLDL in 3 verschiedenen Konzentrationen 
(Proteinkonzentration 7,5 µg/ml; 15 µg/ml; 30 µg/ml) bezogen auf eine Kontrolle (PBS). Für die 
LDL-Konzentration von 30 µg/ml wurden n=4 Versuche durchgeführt. Im Vergleich oxLDL vs 
natLDL erbrachte die einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) signifikante Unterschiede der 
Zytokinausschüttung für diese Konzentrationsstufe (* p<0,05).
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4.1.8 Korrelationsanalyse
Zur Analyse möglicher Assoziationen der mRNA-Expression von CD36, SR-BI, 
PPARγ und den von Makrophagen abgegebenen Zytokinen TNFα und MCP-1 wurde 
eine Korrelationsanalyse nach Spearman-Rho durchgeführt, deren Ergebnisse in 
Tabelle 4-1 dargestellt sind. Um vor allem die Auswirkung des oxidativen Stresses zu 
erfassen, wurden nur Daten der Versuche analysiert, die mit oxLDL durchgeführt 
wurden. Dabei zeigte sich eine signifikante, positive Korrelation zwischen den 
Expressionsraten von PPARγ und CD36 (ρ=0,603, p<0,001). Für eine mögliche 
Assoziation des Transkriptionsfaktors PPARγ mit dem Scavenger-Rezeptor SR-BI im 
Sinne einer Induktion ließen sich keine Anhaltspunkte finden. Die Untersuchung der 
Freisetzungsraten der Zytokine TNFα und MCP-1 in RAW 264.7 Zellen zeigte eine 
signifikante, stark positive Korrelation der beiden in unterschiedlichen Assays 
getrennt voneinander bestimmten Zytokine (ρ=0,733, p<0,05).
oxLDL – Spearman-Rho CD36 SR-BI PPARγ TNFú MCP-1
CD36 ρ
Signifikanz
n
1,000 -0,162
0,430
26
0,603**
0,001
26
0,083
0,831
9
0,417
0,265
9
SR-BI ρ
Signifikanz
n
1,000 -0,333
0,096
26
0,183
0,637
9
-0,100
0,798
9
PPARγ ρ
Signifikanz
n
1,000 -0,150
0,700
9
-0,017
0,966
9
TNFα ρ
Signifikanz
n
1,000 0,733**
0,016
10
MCP-1 ρ
Signifikanz
n
1,000
Tabelle 4-1: Korrelationsanalyse der mRNA-Expression der Scavenger-Rezeptoren CD36, SR-BI 
und des Transkriptionsfaktors PPARγ, sowie der Konzentration der Zytokine MCP-1 und TNFα 
im Überstand. Die Analyse wurde nach dem Spearman-Rho Verfahren durchgeführt. 
Signifikante Korrelationen (*p<0,05, **p<0,01) sind entsprechend gekennzeichnet.
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Abbildung 4-10: Darstellung der CD36-Expression in Abhängigkeit der Expression von PPARγ
nach Inkubation mit oxLDL verschiedener Konzentrationen und mit unterschiedlicher Dauer 
(1h, 4h, 12h), jeweils bezogen auf GAPDH-Expression und PBS-Kontrolle. Ebenfalls dargestellt 
sind Regressionsgeraden, bestimmt durch die entsprechenden Messwerte der jeweiligen 
Inkubationszeit. 
Eine Analyse des numerischen Zusammenhangs zwischen Expression des 
Scavenger-Rezeptors CD36 und des Transkriptionsfaktors PPARγ wird in Abbildung 
4-10 graphisch dargestellt. Dabei wurde jedem ermittelten Wert der CD36-mRNA-
Expression nach oxLDL-Inkubation der Wert, der in diesem Versuch gemessenen 
PPARγ-Expression zugeordnet, jeweils bezogen auf GAPDH-Expression und 
Kontrollwert (PBS). 
Die Darstellung verdeutlich noch einmal graphisch den schon durch 
Korrelationsanalysen (siehe Tabelle 4-1) ermittelten signifikanten Zusammenhang 
zwischen Expression des Transkriptionsfaktors PPARγ und des Rezeptormoleküls 
CD36. Mit zunehmender Expression des Transkriptionsfaktors kam es zu einer 
Erhöhung der CD36-Expression. Zusätzlich scheinen verlängerte Inkubationszeiten 
der Zellen mit oxLDL bei vergleichbarer PPARγ-Expression eine verstärkte 
Expression von CD36 hervorzurufen.
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4.1.9 Verifizierung der untersuchten Gene durch Sequenzierung
Abbildung 4-11: Sequenzierung nach Sanger der cDNA des SR-BI-Gens. Die ermittelte 
Gensequenz stimmt mit der im Internet veröffentlichten (NCBI BLAST) ohne Abweichungen 
überein.
Zur Verifizierung der Sequenz aller 4 untersuchten Gene (CD36, SR-BI, PPARγ, 
GAPDH) wurde eine Sequenzanalyse an einzelnen aufgereinigten Proben 
durchgeführt und mit der entsprechenden Sequenz von im NCBI BLAST 
gespeicherten Daten verglichen (Zugriffsnummern: CD36: NM_007643, SR-BI: 
U37799, PPARγ: U01664, GAPDH: NM_008084). Dabei zeigte sich eine 100%ige 
Übereinstimmung der im Labor sequenzierten Proben mit den hinterlegten Daten der 
im Internet zugänglichen Gendatenbank, ohne Abweichungen in der Sequenz. 
Abbildung 4-11 zeigt als Beispiel das Ergebnis der Sequenzierung eines der 4 
analysierten Gene (SR-BI). Die Identität der untersuchten mRNA–Fragmente ist 
somit sichergestellt.
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4.2 Ex vivo - Untersuchungen
Für die ev vivo - Untersuchungen wurden je 20 Probanden mit normaler 
Glukosetoleranz (NGT) und mit gestörter Glukosetoleranz (IGT) ausgewählt, die an 
der Studie zum „Intravasalen Lipidtransfer bei Glukosetoleranzstörungen“ 
teilgenommen hatten. Die Ergebnisse der Genquantifizierung von vier Probanden 
jeder Gruppe wurden aufgrund von Fehlern in der Versuchsdurchführung, die sich in 
stark abweichenden Expressionswerten äußerten, oder dem Fehlen einer PBS-
Kontrolle in einigen Werten in der finalen Auswertung verworfen.
4.2.1 Klinische und laborchemische Charakterisierung der Probanden
Parameter NGT [n=16] IGT [n=16]
Alter [a] 39,5 ± 6,5 41,6 ± 6,1
Geschlecht
männlich 4 4
weiblich 12 12
BMI [kg/m²] 28,4 ± 5,9 27,5 ± 4,3
WHR 0,87 ± 0,08 0,89 ± 0,07
RRsyst [mmHg] 132 ± 13 131 ± 13
RRdiast [mmHg] 88 ± 9 88 ± 9
Glukose (0h)* [mmol/l] 5,1 ± 0,5 5,8 ± 0,7
Glukose (2h)* [mmol/l] 6,0 ± 1,1 9,2 ± 1,1
HbA1c [%] 4,7 ± 0,3 5,1 ± 0,8
Insulin [pmol/l] 52 ± 37 67 ± 26
Gesamtcholesterin [mmol/l] 5,63 ± 0,71 5,44 ± 0,84
Triglyceride [mmol/l] 1,23 ± 0,64 1,67 ± 1,04
HDL [mmol/l] 1,57 ± 0,56 1,35 ± 0,37
LDL [mmol/l] 3,50 ± 0,89 3,32 ± 0,77
Phospholipide [mmol/l] 3,03 ± 0,34 3,21 ± 0,70
Freies Cholesterin [mmol/l] 1,51 ± 0,23 1,45 ± 0,16
Proteine [mmol/l] 70,1 ± 6,0 70,7 ± 6,5
Freie Fettsäuren [mmol/l] 0,58 ± 0,25 0,51 ± 0,17
oxLDL [U/l] 64,1 ± 15,9 61,9 ± 17,3
Apoproteine
Apo A1 [g/l] 1,44 ± 0,29 1,44 ± 0,22
Apo A2 [g/l] 0,38 ± 0,08 0,37 ± 0,10
Apo B100 [g/l] 0,99 ± 0,23 0,96 ± 0,26
Apo E [mg/l] 62,6 ± 29,7 57,9 ± 21,6
Apo C2 [mg/l] 33,0 ± 10,9 39,4 ± 17,2
Apo C3 [mg/l] 29,5 ± 7,1 31,8 ± 14,0
Tabelle 4-2: Klinische und laborchemische Charakterisierung der Probanden in den Gruppen 
normale Glukosetoleranz [NGT] und gestörte Glukosetoleranz [IGT]. Angegeben sind 
Mittelwerte (± Standardabweichung) der Einzelwerte aller Probanden einer Gruppe. *Einzig in 
den für die Gruppeneinteilung entscheidenden Blutglukose-Messwerten vor und während des 
oGTT (Glukose (0h), Glukose (2h)) fanden sich signifikante Unterschiede zwischen den 
Gruppen (p<0,01).
Ergebnisse 65
Die an der Studie teilnehmenden waren Probanden bezüglich klinischer und klinisch-
chemischer Parameter charakterisiert worden. 
Tabelle 4-2 gibt einen Überblick über die wichtigsten der dabei erhobenen Werte. Die 
Gruppen unterschieden sich nur in dem für die Gruppeneinteilung wesentlichen 
Werten Nüchtern-Glukose und Blutglukose 2h nach durchgeführtem oGTT. In den 
anderen gemessenen Parametern zeigte sich kein signifikanter Unterschied 
zwischen den Gruppen. 
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Abbildung 4-12: Physiko-chemische Charakterisierung der LDL in den beiden 
Versuchsgruppen (NGT, IGT) bezüglich deren prozentualen Gehalt an Cholesterinestern, 
Proteinen, Phospholipiden, freiem Cholesterin und Triglyceriden. Dargestellt sind Mittelwerte 
aller Versuchspersonen beider Gruppen (NGT n=16; IGT n=16). Die Unterschiede zwischen den 
Gruppen blieben ohne Signifikanz.
Das den Probanden entnommene EDTA-Plasma wurde mit einem Konservator 
versetzt und anschließend mit Stickstoff schockgefrostet. Die physiko-chemische 
Charakterisierung der mittels Ultrazentrifugation daraus gewonnenen LDL erfolgte im 
Labor der Stoffwechselforschung der TU Dresden. Abbildung 4-12 gibt einen 
Überblick über die mittlere prozentuale Zusammensetzung der LDL in den 
Vergleichsgruppen. Auch hier zeigt sich kein signifikanter Unterschied zwischen 
Probanden mit normaler Glukosetoleranz und Probanden mit gestörter 
Glukosetoleranz.
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4.2.2 Expression von CD36, SR-BI und PPARγ
Die mRNA-Expression der Scavenger-Rezeptoren (CD36; SR-BI) und des 
Transkriptionsfaktors PPARγ wurde nach Inkubation (t=1h) von RAW 264.7 Zellen 
mit aus Probandenplasma extrahierten LDL (Proteinkonzentration 30 µg/ml) durch 
Real-time PCR am LightCycler® ermittelt. Das Verfahren entsprach ohne 
Abweichung dem in den in vitro - Versuchen genutzen. Die Expression der einzelnen 
Gene wurde erst mittels externem Standard bestimmt, auf die ebenfalls vermessene 
GAPDH normiert und schließlich mit der Expression einer PBS Kontrolle (Inkubation 
von RAW 264.7 Zellen mit PBS in gleicher Konzentration) verglichen. Demzufolge 
repräsentieren Werte größer als 100 % eine Hochregulation des entsprechenden 
Gens gegenüber der PBS-Kontrolle, während kalkulierte Expressionswerte kleiner 
als 100 % auf eine Suppression hindeuten. Die so normierten Expressionswerte sind 
als Boxplot in Abbildung 4-13 dargestellt und wurden nachfolgend per einfaktorieller 
Varianzanalyse (ANOVA) miteinander verglichen.
Die Ergebnisse zeigen eine signifikante Erhöhung (25,2 %) der CD36-Expression 
nach einstündiger Inkubation mit LDL gewonnen aus IGT-Probanden (111 % der 
PBS-Kontrolle) im Vergleich mit LDL extrahiert aus Plasma von Probanden mit 
normaler Glukosetoleranz (88 %).  
Für SR-BI als auch PPARγ fanden sich im Vergleich keine signifikanten 
Veränderungen. Im Mittel lag die SR-BI-Expression im ex vivo - Versuch bei IGT-
Probanden (126 % der PBS-Kontrolle) 7 % höher als bei NGT-Probanden (118 %). 
Für die PPARγ-mRNA-Expression konnten in der IGT-Gruppe 134 % registriert 
werden, während die LDL der NGT-Gruppe eine Expression von 117% induzieren 
konnten. Das entspricht einer 14 % höheren PPARγ-Expression der IGT-Gruppe. 
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Abbildung 4-13: Expression der Scavenger Rezeptoren CD36, SR-BI und des 
Transkriptionsfaktors PPARγ in RAW 264.7 Zellen nach einstündiger Inkubation mit LDL, durch 
Ultrazentrifugation gewonnen aus Plasma von Probanden mit normaler Glukosetoleranz (NGT; 
n=16) und gestörter Glukosetoleranz (IGT; n=16). Die Messwerte sind jeweils bezogen auf 
GAPDH-Expression und PBS-Kontrolle. Die Analyse signifikanter Unterschiede erfolgte mittels 
einfaktorieller Varianzanalyse (ANOVA). *p-Werte kleiner als 0,05 wurden als signifikant 
angesehen.
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4.2.3 Zytokinfreisetzung
TNF
NGT IGT
Z
yt
ok
in
 -
 K
on
ze
nt
ra
tio
n 
(p
g/
m
l)
400
450
500
550
600
650
700
750
800
MCP-1
NGT IGT
Zy
to
ki
n 
- K
on
ze
nt
ra
tio
n 
(p
g/
m
l)
6000
8000
10000
12000
14000
16000
18000
A B
Abbildung 4-14: Freisetzung der Zytokine TNFα und MCP-1 nach einstündiger Inkubation von 
Maus-Makrophagen (RAW 264.7 Zellen) mit LDL (Proteinkonzentration 30 µg/ml), extrahiert aus 
Plasma von Probanden mit normaler Glukosetoleranz (NGT; n=16) und Probanden mit 
gestörter Glukosetoleranz (IGT; n=16).  
Zur Analyse möglicher proinflammatorischer Wirkungen der untersuchten LDL von 
NGT- und IGT-Probanden wurde eine Vermessung der Konzentration der Zytokine 
TNFα und MCP-1 im Überstand der Zellversuche durchgeführt. Dabei fand sich eine 
leicht geringere Freisetzung beider Zytokine in der Gruppe der Probanden, die unter 
gestörter Glukosetoleranz litten (IGT), im Vergleich zu Probanden mit normaler 
Glukosetoleranz (NGT). In Abbildung 4-14 sind die Unterschiede graphisch 
dargestellt. 
Die Untersuchung der TNFα - Ausschüttung ergab eine im Mittel 3 % geringere 
Freisetzung in RAW 264.7 Zellen nach Inkubation mit LDL von IGT-Probanden als 
bei NGT-Probanden (NGT: 603 pg/ml zu IGT: 586 pg/ml). Im Durchschnitt wurde 
MCP-1 im Überstand der mit LDL von IGT-Probanden inkubierten Zellen mit 12178 
pg/ml (IGT) fast genauso hoch bestimmt wie im Vergleichsversuch der NGT-Gruppe 
mit 12221 pg/ml, eine prozentuale Differenz von 0,4 %. Die ermittelten Unterschiede 
zeigten keine statistische Signifikanz.
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4.2.4 Korrelationsanalyse
Die Untersuchung möglicher statistischer Zusammenhänge der Expressionsraten der 
Scavenger-Rezeptoren, des Transkriptionsfaktors PPARγ, sowie der Zytokin-
Freisetzung wurden durch Korrelationsanalyse nach Spearman-Rho für die 
Ergebnisse aller durchgeführten ex vivo – Versuche, getrennt nach NGT- und IGT-
Gruppe, durchgeführt. Tabelle 4-3 zeigt die Auswertung.
IGT NGT
CD36 SR-BI PPARγ TNFα MCP-1
ρ 1,000 0,438 0,382 -0,165 0,019
Signifikanz 0,090 0,144 0,542 0,944
CD36
n 16 16 16 16
ρ 0,397 1,000 0,391 -0,153 0,018
Signifikanz 0,128 0,134 0,572 0,948
SR-BI
n 16 16 16 16
ρ 0,579** 0,191 1,000 -0,235 -0,199
Signifikanz 0,019 0,478 0,380 0,461
PPARγ
n 16 16 16 16
ρ -0,197 -0,341 0,079 1,000 0,408
Signifikanz 0,464 0,196 0,770 0,117
TNFα
n 16 16 16 16
ρ -0,737** -0,224 -0,764** 0,424 1,000
Signifikanz 0,001 0,405 0,001 0,102
MCP-1
n 16 16 16 16
Tabelle 4-3: Korrelationskoeffizienten der mRNA-Expression von CD36, SR-BI, PPARγ und der 
Freisetzung der Zytokine TNFα und MCP-1 nach einstündiger Inkubation mit LDL 
(Konzentration 30 µg Protein /ml) ) von Probanden mit normaler und gestörter Glukosetoleranz 
(NGT, hell unterlegt; IGT, dunkel unterlegt). Signifikante Korrelationen innerhalb der 
untersuchten Gruppen, ermittelt nach Spearman-Rho, sind gekennzeichnet (*p<0,05; **p<0,01). 
Dabei fand sich eine signifikante, positive Korrelation zwischen CD36 und PPARγ
(p<0,05; ρ=0,579) innerhalb der IGT-Gruppe. Zudem zeigte die Analyse möglicher 
Korrelationen in der IGT-Gruppe für das Monozyten-chemotaktische Protein-1 
signifikante, negative numerische Zusammenhänge mit CD36 (p<0,01; ρ=-0,737) als 
auch mit PPARγ (p<0,01; ρ=-0,764). Für TNFα konnten keine signifikanten 
Korrelationen mit den anderen untersuchten Genen (CD36, SR-BI, PPARγ) gefunden 
werden.  
Innerhalb der NGT-Gruppe zeigten sich ebenfalls keinerlei signifikante Korrelationen.
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5 Diskussion
5.1 In vitro – Untersuchungen
Die Expressionraten der Scavenger-Rezeptoren CD36 und SR-BI, des 
Transkriptionsfaktors PPARγ sowie die Freisetzung pro-inflammatorischer Zytokine 
wurden in den in vitro – Untersuchungen nach Inkubation von RAW 264.7 Zellen mit 
Hypochlorit-oxidierten LDL vermessen und mit denen verglichen, die nach Inkubation 
mit nativen LDL festgestellt worden waren. Die Ergebnisse werden im Folgenden für 
jedes Gen einzeln, sowie im Zusammenspiel mit denen des Transkriptionsfaktors 
diskutiert und schließlich als „Modell der Regulation“ (siehe 5.1.5) zusammenfassend 
dargestellt. 
5.1.1 CD36-Expression und Interaktion mit PPARγ
CD36 gilt als der für die Aufnahme von oxLDL in Makrophagen quantitativ 
bedeutendste Rezeptor [91, 92]. Auch in den hier durchgeführten Versuchen wurde 
CD36 von allen untersuchten Genen am stärksten exprimiert (siehe 4.1.3). Die 
Inkubation mit oxLDL führte zu einer signifikanten Hochregulation von CD36 im 
Vergleich mit Makrophagen, die mit natLDL inkubiert wurden (siehe 4.1.4). Eine 
Abhängigkeit der Regulation von CD36 von oxLDL-Konzentration und Inkubationszeit 
konnte gezeigt werden (siehe 4.1.5). Eine Inkubation mit natLDL führte für CD36 nur 
zu einer geringen, nicht-signifikanten Induktion.
Die vorliegenden Ergebnisse befinden sich in Übereinstimmung mit denen anderer 
Gruppen, die ebenfalls eine Hochregulation von CD36 nach oxLDL-Inkubation in
verschiedenen Zelllinien beobachten konnten [139], jedoch das nicht physiologisch 
vorkommende Kupfer-oxidierte LDL für ihren Versuche benutzten. Mit dieser Arbeit 
wird zum ersten Mal dieser Effekt für Hypochlorit-oxidierte LDL belegt. 
CD36 wird, wie durch einige Studien gezeigt, auch durch eine Vielzahl anderer 
Signalmoleküle reguliert. Eine Steigerung der Expression von CD36 konnte 
beobachtet werden bei der Differenzierung von Monozyten in Makrophagen, durch 
Stimulation mit Zytokinen (e.g. IL-4, MCS-F) aber auch nach Inkubation mit 
Thiazolidindionen (Glitazone) [98]. CD36 wird heruntergeregelt durch LPS, IL-1, 
TGFβ und Verringerung des Zellmembran-Cholesterols [98]. 
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Nagy und Tontonoz waren die ersten, die die Expression von CD36 mit dem 
Transkriptionsfaktor PPARγ in Verbindung brachten. Sie postulierten eine           
Feed-Forward-Schleife, bei der CD36 nach oxLDL-Aufnahme durch Aktivierung von 
PPARγ induziert wird. Somit kann der Hochregulation von CD36 durch IL-4    
ebenfalls eine Aktivierung von PPARγ zugrunde liegen, da IL-4 die Bildung von 
Prostaglandin J2 induziert, eines natürlichen PPARγ-Liganden [140]. Ebenso regelt 
TGFβ die CD36-Expression wahrscheinlich über eine Phosphorylierung von PPARγ
herunter [141].
Die von Nagy und Tontonoz beschriebene Assoziation von PPARγ-Aktivierung und 
CD36-Expression konnte in den hier durchgeführten in vitro - Versuchen bestätigt 
werden. Eine stark positive Korrelation zwischen PPARγ- und CD36-Expression 
wurde nachgewiesen, die vor allem in den mit oxLDL inkubierten Makrophagen 
auftrat (siehe 4.1.8). Die Verlaufskurven von CD36 und PPARγ zeigten dazu sehr 
ähnliche Kinetiken (siehe 4.1.6). 
Es muss beachtet werden, dass oxLDL PPARγ nicht nur induzieren kann, sondern 
vor allem dessen Aktivierung vermittelt, die für eine Bindung an das PPRE und der 
damit erfolgenden Induktion der CD36-Expression nötig ist. Eine genauere Analyse 
der Korrelation von CD36 und PPARγ in oxLDL-behandelten Zellen ergab 
demzufolge eine starke Zeitabhängigkeit der Korrelation (siehe 4.1.8). Dies ist 
wahrscheinlich durch die in den Versuchen methodenbedingt nicht untersuchte 
Aktivierung von PPARγ durch oxLDL erklärbar. Eine längere Inkubation mit oxLDL 
und dessen Aufnahme durch die untersuchten Rezeptoren führt zur Ansammlung 
von oxidativ modifizierten Lipiden in der Zelle (e.g. 9- und 13-HODE), die Aktivatoren 
von PPARγ darstellen. So kann es trotz gleicher PPARγ Konzentration bei längeren 
Inkubationszeiten aufgrund erhöhter Konzentration von PPARγ-Aktivatoren in der 
Zelle zu einer vermehrten Expression von CD36 kommen, wie sie in den Versuchen 
gefunden wurde. Damit deuten die durchgeführten Experimente zumindest indirekt 
auch auf eine Aktivierung von PPARγ durch Hypochlorit-oxidierte LDL hin.
5.1.2 SR-BI-Expression und Interaktion mit PPARγ
SR-BI, das von allen untersuchten Genen eine mittlere Expressionsrate aufwies 
(siehe 4.1.3), zeigte in seiner Regulation eine gewisse Dosis- und Zeitabhängigkeit. 
Zwar konnte in den in vitro - Versuchen eine signifikante Suppression von SR-BI 
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nach 24-stündiger Inkubation mit oxLDL (30 µg/ml) festgestellt werden (siehe 4.1.4), 
jedoch zeigte sich nach nur 4stündiger Inkubation oder mit geringeren oxLDL-
Konzentrationen im Gegensatz dazu eine Induktion der entsprechenden mRNA 
(siehe 4.1.5). Dabei unterschieden sich die Verläufe der SR-BI-Expression nach 
oxLDL-Inkubation oder nach Inkubation mit natLDL nur sehr gering. Es fand sich 
keine signifikante Korrelation der SR-BI-Expression mit der von PPARγ (siehe 4.1.8). 
Ebenso wies SR-BI im Vergleich der zeitlichen Verläufe der Expression eine von 
CD36 und PPARγ gänzlich verschiedene Kinetik auf (siehe 4.1.6).
Bezüglich der Regulation der SR-BI-Expression herrscht noch immer eine gewisse 
Unklarheit. So konnten einige Studien zeigen, dass SR-BI im Gegensatz zu CD36 in 
Monozyten hochreguliert wird [107, 117], während es in voll differenzierten 
Makrophagen wieder supprimiert wird [117, 142, 143]. Andere Untersuchungen 
lieferten gegenteilige Ergebnisse, mit einer Induktion von SR-BI im Laufe der 
Makrophagen-Differenzierung [115, 144]. Hirano et al. gelang der Nachweis eines 
Anstiegs der SR-BI-Expression (bis zu vierfach) nach Inkubation mit oxLDL [107], 
während Han et al., im Gegensatz dazu, eine Suppression von SR-BI nach oxLDL -
Inkubation zeigen konnten [117]. Die Ursachen der Diskrepanzen zwischen diesen 
Studien sowie zwischen diesen Studien und den durchgeführten in vitro - Versuchen 
hängen möglicherweise mit dem Differenzierungsstatus der verwendeten 
Makrophagen und der Konzentration und Präparation der oxLDL zusammen.
Bei der Untersuchung der SR-BI-Regulation ist zusätzlich zu der Funktion als 
Scavenger-Rezeptor die mögliche Aufgabe im Membrantransport von HDL-
Cholesterin in Betracht zu ziehen. Hinzu kommt eine annehmbar differenzielle 
Regulierung von SR-BI in Abhängigkeit von der SR-BI-exprimierenden Zellart. So 
konnte für steroidogenes Gewebe (Nebenniere, Hoden) eine hormonale Regulation 
von SR-BI nachgewiesen werden, bei der sowohl Adrenocortikotropes Hormon 
(ACTH), humanes Choriongonadotropin (HCG), als auch Östrogen zu einem Anstieg 
der SR-BI-Expression führen [145]. Gabe von Östrogen führte zu einem Absinken 
der SR-BI-Expression in den Parenchymzellen der Leber, während in den von 
Monozyten-abstammenden Kupffer-Zellen ein Anstieg der Expression beobachtet 
werden konnte [145]. 
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In den Auswirkungen der SR-BI-Expression auf den Organismus ist eine starke 
Verflechtung mit dem HDL-Haushalt und dem reversen Cholesteroltransport 
festgestellt worden. In Studien an Knock-Out-Mäusen konnte gezeigt werden, dass 
eine Ausschaltung des SR-BI-Gens zu einer Verdopplung des Plasmacholesterols 
mit beschleunigter Atherogenese und vorzeitigem Versterben der Tiere im Alter von 
etwa 6 Wochen führt. Gleichzeitig wurde eine Verringerung der biliären Cholesterol-
Sekretion und des Cholesterolgehalts in steroidogenen Geweben festgestellt [146]. 
Kozarsky et al. wiesen im Gegenzug nach SR-BI-Transfektion der Lebersinusoide 
und Canaliculi in Mäusen eine fast vollständige Entfernung des Plasma-HDL-
Cholesterins und Erhöhung der biliären Cholesterolsekretion nach [147]. Diese 
Beobachtungen lassen sich am besten mit der Funktion von SR-BI als Rezeptor zur 
HDL-Aufnahme in Leber und Zellen von Nebenniere und Hoden erklären. Eine 
Ausschaltung von SR-BI führt somit zu einer gestörten Ausscheidung von 
Cholesterol über Leber und Gallenwege, sowie zu einer Verringerung der Aufnahme 
in steroidogene Gewebe. Zusammengenommen und mit Blick auf die durchgeführten 
Versuche an Mausmodellen kann SR-BI somit eine gewisse atheroprotektive 
Wirkung unterstellt werden. Covey et al. konnten durch Versuche an knochenmarks-
transplantierten Mäusen zeigen, dass diese Atheroprotektion nicht allein auf der 
Wirkung der SR-BI-Rezeptoren in Leber und steroidogenem Gewebe beruht, 
sondern auch durch Zellen vermittelt wird, die ihren Ursprung im Knochenmark 
haben, e.g. Monozyten/Makrophagen [148].
Der in den vorgestellten Studien beobachtete inverse Zusammenhang zwischen 
Plasmacholesterolgehalt und SR-BI-Expression konnte auch für den intrazellulären 
Cholesterolgehalt nachgewiesen werden, im Sinne einer Herunterregulation des 
Rezeptors ähnlich dem LDL-Rezeptor. An einer adrenalen Zelllinie zeigte sich nach 
Behandlung mit Cyclodextrin zur Entleerung der zellulären Cholesterolspeicher ein 
Anstieg der SR-BI-Expression [149]. Ebenso beobachteten Wang et al. eine starke 
inverse Beziehung zwischen zellulärem Cholesterolgehalt und SR-BI-Expression 
[150]. In Knock-out-Mäusen mit blockierter Gentranskription für Apo-AI, hepatischer 
Lipase oder Lecithin-Cholesterol Acyltransferase (Enzyme des Lipoprotein-
stoffwechsels) konnte eine Hochregulation der SR-BI-Expression beobachtet werden 
[150, 151], ebenfalls ein Hinweis auf einen negativen Feedback-Mechanismus der 
SR-BI - Regulation als Antwort auf sich entleerende zelluläre Cholesterol-Speicher.
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Es ist zu vermuten, dass SR-BI ähnlich wie der LDL-Rezeptor bei Anstieg des 
intrazellulären Cholesterolgehalts zunehmend supprimiert wird, um einer möglichen 
„Überladung“ der Zelle mit Cholesterolestern entgegenzuwirken. Somit könnten auch 
andere Regulationsprozesse, z.B. über den Weg der PPARγ Induktion und 
Aktivierung, von der Regulation über den zellulären Cholesteringehalt überlagert 
werden. In den durchgeführten in vitro - Versuchen wurde ein Anstieg der SR-BI -
Expression in den ersten Stunden nach Inkubation mit oxLDL und natLDL 
festgestellt, mit nachfolgender Supprimierung in Abhängigkeit von der eingesetzten 
Konzentration der Inkubationsmedien (siehe 4.1.5 und 4.1.6). Möglicherweise war 
dieses Absinken durch einen Anstieg der intrazellulären Cholesterolkonzentration 
bedingt, der durch selektive Aufnahme der LDL-Partikel durch die Scavenger-
Rezeptoren CD36 und SR-BI in die Zelle zustande kam. Demzufolge ist eine 
Regulation von SR-BI durch den Transkriptionsfaktor PPARγ, z.B. im Sinne einer 
Induktion in den ersten 4 h nach Versuchsbeginn, in den durchgeführten Versuchen 
nicht auszuschließen.
Ebenso wie die Funktion von SR-BI zur HDL-Aufnahme und der Aufnahme von LDL 
als Scavenger-Rezeptor ist die mögliche Rolle von SR-BI im Cholesterolefflux in Ihrer 
Bedeutung auf die Regulation von SR-BI zu untersuchen. Dabei muss zum 
Zustandekommen eines Cholesteroltransports aus der Zelle immer ein 
Empfängermolekül außerhalb der Zelle vorhanden sein, z.B. HDL bzw. Apo-AI, in 
welches der Transport vermittelt werden kann. Bei Untersuchungen in 6 
verschiedenen Zelltypen, darunter auch Makrophagen, wurden Cholesterolefflux -
Raten ermittelt, die stark mit denen der SR-BI-Expression in den jeweiligen Zellen 
korrelierten [105]. Für RAW-Makrophagen, wie sie in den durchgeführten Versuchen 
benutzt wurden, konnte gezeigt werden, dass eine Überexpression von SR-BI einen 
verstärkten Cholesterolefflux zur Folge hatte [114]. Unter Annahme einer 
atheroprotektiven Wirkungen von SR-BI, wie sie die vorgenannten Studien 
vorschlagen, möglicherweise durch SR-BI - vermittelten Cholesterolefflux, muss die 
in den in vitro - Versuchen beobachtete Suppression von SR-BI als pro-atherogen 
gewertet werden, da sie einen physiologischen Weg zur Verringerung der 
Cholesterolüberladung der Makrophagen verschließt. Damit führt oxidativer Stress in 
Makrophagen nicht nur zu einer Steigerung der Cholesterolaufnahme in die Zellen 
durch eine Induktion der Scavenger-Rezeptoren, sondern annehmbar ebenfalls zu 
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einer Herrunterregulation möglicher Wege zur Abgabe des intrazelluären 
Cholesterols und wirkt damit faktisch zweifach pro-atherogen. Es ist jedoch 
anzumerken, dass aufgrund des Aufbaus der in vitro - und ex vivo - Versuche ein 
physiologisches Empfängermolekül für den Cholesterolefflux nicht vorhanden war, 
welches eine zusätzliche Wirkung auf die SR-BI-Expression ausüben könnte. 
5.1.3 Zytokine und Interaktion mit PPARγ
Die Atherogenese stellt einen chronischen Entzündungsprozess dar, in deren Verlauf 
nicht nur Immunzellen wie Makrophagen eine tragende Rolle spielen, sondern auch 
Entzündungsmediatoren eine möglicherweise entscheidene Funktion innehaben. Um 
ein umfassendes Bild der atherogenen Prozesse am Makrophagen zu erhalten, 
wurden neben der Expression der bedeutendsten Scavenger-Rezeptoren auch die 
Sekretion zweier inflammatorischer Zytokine an RAW 264.7 Zellen untersucht, denen 
in der Entstehung der Atherosklerose eine gewisse Funktion zugesprochen wird.  
Sowohl TNFα, als auch MCP-1 sind inbesondere verantwortlich für die direkte 
Einwanderung von Monozyten in die Intima an Stellen atherosklerotischer Läsionen 
[152, 153]. Gu et al. konnten zeigen, dass die Kreuzung von LDL-R-/- Mäusen mit 
Mäusen, die eine MCP-1-Defizienz aufwiesen, zu einem mehr als 80%igem Abfall 
der Bildung von atherosklerotischen Läsionen führte [152]. Andere Gruppen fanden 
heraus, dass Endothelzellen durch schwach oxidierte LDL zur Produktion von MCP-1 
anregt werden [154]. 
Die Bestimmung der untersuchten Zytokine erfolgte mit unterschiedlichen Assays 
unabhängig voneinander in ausgewählten Überständen der Zellversuche. Dennoch 
wurde eine stark positive Korrelation zwischen MCP-1 und TNFα-Konzentration in 
den Versuchsmedien gefunden (siehe 4.1.8). Mit Erhöhung der Konzentration an 
oxLDL oder natLDL im Versuchsmedium stieg auch die Freisetzung 
inflammatorischer Zytokine in RAW 264.7-Zellen an. Bei einer Konzentration von 
oxLDL bzw. natLDL von 30 µg/ml zeigt sich ein signifikant niedrigerer Anstieg beider 
Zytokine unter oxLDL-Inkubation im Vergleich mit natLDL als Versuchsmedium 
(siehe 4.1.7). Die Inkubation mit oxLDL zeigte demnach in RAW 264.7 Zellen eine 
gewisse anti-inflammatorische Wirkung, wenn auch die Zytokinsekretion absolut 
einen höheren Wert aufwies als die mitgeführte PBS-Kontrolle.
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Diese Ergebnisse stimmen mit denen von Hamilton et al. überein, die für oxLDL 
ebenfalls eine suppressive Wirkung auf die TNFα-Expression in stimulierten 
Peritoneal-Makrophagen aufzeigen konnte [155].
Der nukleäre Transkriptionsfaktor PPARγ wurde von mehreren Gruppen mit einer 
Inhibition der Zytokinproduktion in aktivierten Makrophagen in Verbindung gebracht 
[132, 133], möglicherweise über eine Supprimierung von NFκB und anderer zentraler 
Transkriptionsfaktoren [126]. Die durchgeführten in vitro - Versuche zeigten jedoch 
keine signifikante Korrelation der PPARγ-Expression und der Bildung von MCP-1 
oder TNFα (siehe 4.1.8). Ein Einfluss, der in den in vitro – Untersuchungen  
beobachteten erhöhten PPARγ-Expression auf die, in den Überständen gemessene, 
verminderte Zytokinsekretion, lässt sich dennoch nicht ausschließen, deutet aber auf 
PPARγ unabhängige Mechanismen in der Regulierung der Zytokinfreisetzung hin. 
Chawla et al. konnten bereits zeigen, dass für PPARγ - Liganden keine Abhängigkeit 
zwischen der Stärke der PPARγ-Aktivierung und der Zytokin-Supprimierung besteht 
[156]. 
5.1.4 PPARγ
Trotz der in den Versuchen zur Analyse der Genexpression von PPARγ eingesetzten 
modernen Methoden und ausgefeilter Technik blieb der stabile Nachweis des 
Transkriptionsfaktors aufgrund der geringen Expressionsrate (siehe 4.1.3) ein sehr 
schwieriges Unterfangen. So wurden letztendlich bei der Bestimmung der Kopienzahl 
am LightCycler® als letztem vieler durchgeführter Schritte oft nur Expressionsraten 
von wenigen Hundert cDNA-Molekülen pro einzelner Probe gemessen. Neben den 
damit verbundenen Schwierigkeiten der Quantifizierung mittels der Methode der 
zweiten Ableitung aufgrund ungeglätteteter Kurven, treten in diesem 
Konzentrationsbereich auch stochastische Effekte auf, die es kompliziert machen, 
eine Abweichung der Kopienzahl von z.B. 10% vom „Grundrauschen“ zu 
unterscheiden.
Trotz der aufgetretenen Schwierigkeiten konnten in den Versuchen stabile 
Messwerte der PPARγ-Expression ermittelt werden. Obwohl nach oxLDL-Inkubation 
nur ein insignifikanter Anstieg der PPARγ-Expression zu verzeichnen war, zeigte sich 
dieser jedoch in allen vier durchgeführten Einzelversuchen (siehe 4.1.4). Eine 
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Konzentrationsabhängigkeit der Expression von PPARγ ließ sich insbesondere nach 
vierstündiger Inkubation nachweisen. Steigende Konzentration von oxLDL oder 
natLDL im Inkubationsmedium führten zu einem Anstieg der PPARγ-Expressionsrate 
(siehe 4.1.5). Es zeigten sich im Vergleich mit CD36 sehr ähnliche 
Expressionskinetiken und positive Korrelationen (siehe 4.1.6 und 4.1.8). 
Die Rolle des Transkriptionsfaktors in der Atherogenese ist noch immer unklar. 
Obwohl es viele Belege für die Existenz der von Nagy und Tontonoz zuerst 
beschriebenen Feed-Forward-Schleife – oxLDL-Aufnahme nach Induktion von CD36 
über PPARγ - gibt, die in den durchgeführten in vitro - Versuchen bestätigt werden 
konnte, sprechen viele Studien auch für eine anti-atherogene Wirkung von PPARγ. 
So zeigten einige in vivo - Studien an Mäusen eindeutig eine Verringerung der 
Bildung atherosklerotischer Läsionen unter Gabe von PPARγ- und RXR-
Liganden [2]. Glitazone (Thiazoledinedione), bekannte PPARγ-Aktivatoren und 
weltweit in der Behandlung des Diabetes mellitus eingesetzt [157], führen entgegen 
der theoretischen Erwartung eher zu einer Reduktion der Atherosklerose. Als 
zugrundeliegender Mechanismus wird dabei am ehesten eine Induktion von ABCA1 
(ATP-Binding Cassette Transporter A1) als Vermittler des HDL-Membrantransports 
angenommen [158].
Es stellt sich die Frage, ob die verstärkte Aufnahme von LDL in Makrophagen durch 
PPARγ-Aktivierung und der beobachteten CD36-Induktion letztendlich zu einer 
Bildung von Schaumzellen führt oder ob andere Mechanismen, möglicherweise 
ebenfalls über PPARγ vermittelt, den Cholesterol Efflux der Zelle so verstärken, 
dass es zu keiner Ansammlung von intrazellulären Lipiden kommt. 
Diskussion 78
5.1.5 Modell der Regulation
Die durchgeführten in vitro - Untersuchungen gestatteten es, erstmalig gleichzeitig 
die Expressionsraten wichtiger Scavenger-Rezeptoren, sowie des 
Transkriptionsfaktors PPARγ und pro-inflammatorischer Zytokine zu erfassen. Auf 
den Ergebnissen aufbauend lässt sich damit ein gedankliches Modell der Regulation 
der untersuchten Rezeptoren entwickeln, unter Einschluss der in anderen Studien 
gewonnenen Erkenntnisse (siehe Abbildung 5-1).
Abbildung 5-1: Modell zur möglichen Interaktion der Scavengerrezeptoren CD36 und SR-BI 
sowie des Transkriptionsfaktors PPARγ in Makrophagen unter Einbeziehung der Ergebnisse 
anderer Studien: Nagy,Tontonoz 1998[2], Chinetti 2000[115], Yu 2004[142], Fluiter 1998[159], 
Argmann 2003[130]
Ausgangspunkt ist die durch zahlreiche Arbeiten unterstützte Annahme, dass sowohl 
native LDL als auch oxidativ-modifizierte LDL die intrazelluläre 
Cholesterinkonzentration erhöhen. Dabei ist der Wirkung von natLDL durch die 
Herunterregulation des LDL-Rezeptors eine physiologische Grenze gesetzt (siehe 
2.3.2). Die Aufnahme von oxidativ-modifizierten Lipiden führt nach Ergebnissen der 
in vitro - Versuche und anderer Studien [2] zu einer Induktion und Aktivierung von 
PPARγ. Über Bindung an das PPARγ-Response Element bewirkt aktiviertes PPARγ
die Induktion von CD36 mit nachfolgender selektiver Aufnahme von oxLDL in die 
Zelle. Eine Rückkopplung, ähnlich dem LDL-Rezeptor, existiert in diesem Fall nicht, 
so dass eine Cholesterol-Überladung des Makrophagen potentiell zur 
Schaumzellbildung führt. Dieser von Nagy und Tontonoz erstmalig beschriebene 
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Feed-Foreward-Mechanismus [2] konnte in den in vitro - Versuchen über 
Expressions- und Korrelationsanalysen bestätigt werden. 
Die Untersuchung der Regulation von SR-BI ergab keine so eindeutigen Ergebnisse. 
Eine Induktion von PPARγ, wie sie Chinetti et al. nachweisen konnten [115], zeigte 
sich in den in vitro - Versuchen nicht. Möglicherweise wird diese jedoch von einer 
stärkeren Herrunterregulation von SR-BI durch den intrazellulären Cholesteringehalt 
überlagert, in Übereinstimmung mit den Ergebnissen von Yu et al. [142], so dass es 
insgesamt nach längerer Inkubation zu einer Suppression von SR-BI kommt, wie sie 
in den in vitro - Versuchen zu beobachten ist. Argmann und Kollegen konnten 
darlegen, dass Aktivierung von PPARγ zu einer Abnahme des intrazellulären Gehalts 
an Cholesterol führt, möglicherweise über SR-BI vermittelten Cholesterol-Efflux [130]. 
Das wäre in Übereinstimmung mit den Erkenntnissen von Fluiter und Kollegen, die 
eine Induktion von SR-BI nach Inkubation von Makrophagen mit HDL beobachteten 
[159]. Annehmbar würde dies über eine Hemmung der negativen Rückkopplung der 
SR-BI-Expression vermittelt werden, die durch Absinken der intrazellulären 
Cholesterinkonzentration – per Efflux über SR-BI zum HDL – ausgelöst wird.
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5.2 Ex vivo - Untersuchungen
Vorzeitige Atherosklerose ist eine Hauptursache der erhöhten Morbidität und 
Mortalität in Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2. Oxidativer Stress könnte, 
aufgrund seiner nachgewiesenen Rolle in der Atherogenese und des in Patienten mit 
Diabetes mellitus beobachteten Ungleichgewichts zwischen pro- und anti-oxidativen 
Prozessen, ein Bindeglied zwischen Diabetes mellitus und Atherosklerose darstellen. 
Eine erhöhte Plasmakonzentration an oxidativ modifiziertem LDL in Typ-2-
Diabetikern im Vergleich mit Probanden normaler Glukosetoleranz konnten in 
Studien bereits nachgewiesen werden [5]. Da die Ursachen des oxidativen Stresses 
in Patienten mit Diabetes noch unzureichend geklärt sind, stellt sich die Frage, ob 
oxidativer Stress bereits in Patienten mit gestörter Glukosetoleranz (IGT) vorhanden 
ist, einer Vorstufe des Diabetes mellitus Typ 2, mit entsprechender pro-atherogener 
Wirkung schon in dieser frühen Phase.
In der, an der TU Dresden durchgeführten, RIAD Studie konnten, als einer der ersten  
Studien überhaupt, auch für IGT-Patienten ein erhöhter Gehalt an zirkulierendem 
oxLDL gegenüber Probanden mit normaler Glukosetoleranz nachgewiesen werden 
[160]. In den hier durchgeführten ex vivo - Untersuchungen sollte nun in einem 
weiteren Schritt überprüft werden, ob die von Patienten mit gestörter Glukosetoleranz 
gewonnenen LDL, aufgrund ihrer oxidativen Modifizierung, einen stärkeren und somit 
pro - atherogenen Einfluss auf die Expression der Scavenger-Rezeptoren CD36 und 
SR-BI sowie des Transkriptionsfaktors PPARγ in Makrophagen ausüben, als die 
extrahierten LDL gesunder Probanden. 
5.2.1 Charakterisierung der Probandengruppen
Der Vergleich der klinischen und laborchemischen Charakteristiken der beiden 
Versuchsgruppen erbrachte keine signifikanten Unterschiede in den untersuchten 
Parametern, außer in den, für die Gruppeneinteilung entscheidenden, Werten der 
oGTT-Untersuchung (Blutglukose nach 0h und 2h, siehe 4.2.1). Der Grund für die in 
den ex vivo - Versuchen fehlenden klinischen Unterschiede zwischen den Gruppen, 
wie sie oft in vergleichbaren Studien [161] gefunden wurden, z.B. eine Erhöhung des 
BMI oder des HbA1c in IGT-Patienten, hängt wahrscheinlich mit der geringen 
Stichprobengröße der Versuchsgruppen und der Auswahl der Probanden in der 
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Studie, die besonders aus Risikofamilien für die Entwicklung eines Diabetes mellitus 
stammten, zusammen. Auch die Untersuchung des Gehalts an oxLDL im Blutplasma 
der Probanden brachte entgegen den Erwartungen und entgegen den Erkenntnissen 
vorangegangener Studien [160] nur insignifikante Unterschiede zwischen den 
Gruppen. Auch hier liegt die Ursache wahrscheinlich in der geringen 
Stichprobengröße und der Spezifität der Messmethode begründet. Die 
Uneinheitlichkeit der oxLDL, sowohl in der Zusammensetzung als auch im Grad der 
oxidativen Modifizierung, führt zu Schwierigkeiten in der Entwicklung einer 
Messmethode, die alle genannten Aspekte berücksichtigt und dennoch eine diskrete 
Größe für die Menge an oxLDL angeben kann. Die in der Studie vorgenommene 
Vermessung des oxLDL-Gehalts im Blutplasma durch ein Sandwich-Immunoassay 
liefert demzufolge möglicherweise für eine geringe Stichprobengröße nur 
Anhaltspunkte des Gehalts an zirkulierendem oxLDL im Blut der Probanden. Eine 
Analyse der quantitativen Zusammensetzung der LDL zeigte ebenfalls keinerlei 
signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen (siehe 4.2.1). 
Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die Probanden der 
Vergleichsgruppen sich bis auf die Ergebnisse des durchgeführten oGTT weder in 
den untersuchten klinischen Merkmalen, noch in den ermittelten laborchemischen 
Parametern signifikant voneinander unterscheiden.
5.2.2 CD36
Für die Inkubation der RAW 264.7 Makrophagen mit den aus den Blutproben der 
Probanden extrahierten LDL wurde eine Zeitdauer von 1h festgesetzt. Die Auswahl 
solch einer kurzen Inkubationszeit geschah in Hinblick auf andere am Institut 
durchgeführten Studien, die bereits nach einer einstündigen Koinkubation von 
oxidierten LDL, HUVEC und Makrophagen eine Zunahme der Adhäsion von 
Makrophagen an Endothelzellen nachweisen konnten, die sich nach Zugabe von 
Anti-CD36-Antikörpern signifikant reduzierte [85]. 
Obwohl in klinischen Merkmalen, laborchemischen Parametern, der quantitativen 
Zusammensetzung der LDL, sowie in der per ELISA Bestimmung ermittelten 
zirkulatorischen oxLDL-Konzentration keine signifikanten Unterschiede der beiden 
Probandengruppen bestanden, zeigte sich in den hier durchgeführten ex vivo -
Versuchen bereits nach einer einstündigen Inkubation der RAW 264.7 Zellen mit LDL 
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von Patienten mit gestörter Glukosetoleranz eine signifikante Erhöhung der CD36-
Expression (siehe 4.2.2). Die NGT-Vergleichsgruppe wies hingegen keine Erhöhung 
der CD36-mRNA-Expression auf. Der in den in vitro - Versuchen beobachtete 
Anstieg der CD36-Expression nach Inkubation mit Hypochlorit-oxidierten LDL (siehe 
4.1.4) kann demzufolge auch durch Inkubation mit in vivo - modifizierten LDL aus     
IGT-Patienten bestätigt werden. Damit zeigen LDL bereits im Vorstadium des 
Diabetes mellitus, im Stadium der gestörten Glukosetoleranz, verstärkte pro-
atherogene Eigenschaften, die wahrscheinlich auf einer oxidativen Modifizierung 
beruhen. Dabei ist anzumerken, dass bei LDL von IGT-Patienten neben einer 
Oxidation auch andere Möglichkeiten der Modifikation bestehen können, 
insbesondere Glykatierungen durch AGE-Bildung, die unter Umständen ähnliche 
proatherogene Wirkungen hervorrufen und zur beobachteten Expressionsteigerung 
mitbeitragen können. 
Bezüglich der Expression von CD36 in Patienten mit Diabetes mellitus wurden von 
anderen Gruppen Untersuchungen durchgeführt, die jeweils eine erhöhte CD36-
Expression in Monozyten von Typ-1- und Typ-2-Diabetikern nachweisen konnten 
[162, 163]. Dabei wurde die Expression aus dem Blut extrahierter Makrophagen per 
Antikörper-Markierung und Durchfluss-Zytometrie bestimmt. Somit ergänzen und 
bestätigen diese Beobachtungen die durchgeführten ex vivo - Versuche insofern, als 
dass die beobachtete Erhöhung der CD36-mRNA-Expression sich auch letztendlich 
in einer Erhöhung der CD36 Konzentration auf der Zelloberfläche der Makrophagen 
äußert. Anders als in den genannten Studien ist durch die Bestimmung der CD36-
Expression im ex vivo - Versuch die Ursache dieser Expressionssteigerung jedoch 
eindeutig den extrahierten LDL zuzuordnen. 
5.2.3 PPARγ
Cipoletta et al. untersuchten neben der CD36-Expression auch die Expression des 
Transkriptionsfaktors PPARγ in Makrophagen von Patienten mit Diabetes mellitus 
Typ 1 und 2 und konnten für Patienten mit therapeutisch schlecht eingestelltem 
Diabetes (hoher HbA1c-Wert) eine signifikante Erhöhung der PPARγ-mRNA-
Expression nachweisen [162]. Damit bestätigt sich die hier, in den ex vivo –
Versuchen, ebenfalls beobachtete, wenn auch insignifikante und nur in leichtem 
Ausmaß erfolgte, erhöhte PPARγ-Expression in Patienten mit gestörter 
Diskussion 83
Glukosetoleranz (siehe 4.2.2). Dass kein signifikanter Anstieg der PPARγ-Expression 
beobachtet werden konnte liegt wahrscheinlich einerseits an den schon im in vitro -
Versuchsteil beschriebenen Schwierigkeiten der PPARγ-Quantifizierung, 
andererseits sind nach der einstündigen Inkubation möglicherweise nur kleine 
Änderungen der Expression des sehr gering exprimierten Transkriptionsfaktors zu 
erwarten. So konnten Cipoletta et al. für medikamentös gut eingestellte Diabetiker 
ebenfalls nur eine insignifikante Erhöhung der PPARγ-mRNA-Expression 
nachweisen [162]. Die signifikante, positive Korrelation der Expression des 
Transkriptionsfaktors PPARγ mit der Expressionsrate des Scavenger-Rezeptors 
CD36, die sowohl in den in vitro - Versuchen (siehe 4.1.8), als auch in den ex vivo -
Versuchen (siehe 4.2.4) beobachtet werden konnte, bestärkt noch einmal 
eindrucksvoll die These einer existierenden Feed-forward-Beziehung zwischen 
oxidativ modifiziertem LDL, PPARγ und CD36.
5.2.4 SR-BI
Eine Analyse der SR-BI-Expression in Makrophagen von Patienten mit Diabetes 
mellitus oder gestörter Glukosetoleranz wurde bisher noch nicht durchgeführt. 
Ähnlich den Ergebnissen der in vitro - Versuche zeigte sich bei IGT-Patienten keine 
Erhöhung der SR-BI-Expression im Vergleich mit gesunden Probanden (siehe 4.2.2). 
Es konnte jedoch auch keine signifikante Suppression der SR-BI mRNA festgestellt 
werden, wie sie noch in den in vitro - Versuchen beobachtet worden war (siehe 
4.1.4). Als Grund dieser fehlenden Übereinstimmung der durchgeführten in vitro -
und ex vivo - Versuche kommt mit großer Wahrscheinlichkeit ebenfalls die sehr kurze 
Inkubationszeit in Frage. Yamanouchi et al. beobachteten in einer Untersuchung der 
Aortenbögen in syrischen Hamstern nach künstlicher Induktion eines Diabetes durch 
Streptozotocin-Injektion eine signifikante Abnahme der SR-BI-Expression, die bis zu 
14 Wochen anhielt [164]. Im selben Versuch wurde auch eine Erhöhung der CD36-
mRNA-Expression festgestellt. Wie die in vitro - Versuche weisen die ex vivo -
Versuche demzufolge in Übereinstimmung mit der aufgeführten Studie auf eine 
differentielle Regulation der SR-BI-Expression in Makrophagen hin, die
wahrscheinlich nicht durch PPARγ vermittelt wird. Eine numerische Korrelation 
zwischen der SR-BI- und der PPARγ-Expression konnte auch in den ex vivo -
Versuchen nicht nachgewiesen werden (siehe 4.2.4). 
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5.2.5 Zytokinfreisetzung
Die Analyse der Zytokinfreisetzung aus Makrophagen nach Inkubation mit 
extrahierten LDL von Patienten mit gestörter und normaler Glukosetoleranz wurde, 
wie in den in vitro – Versuchen, durch 2 verschiedene Assays für TNFα und MCP-1 
getrennt durchgeführt. TNFα zeigte in der IGT-Gruppe gegenüber der NGT-Gruppe 
eine insignifikante Erniedrigung der Zytokinausschüttung (siehe 4.2.3) und ähnelt 
damit den Erkenntnissen der in vitro - Versuche, in denen ebenfalls eine geringere 
TNFα-Ausschüttung nach oxLDL-Inkubation beobachtet werden konnte. Miyazaki et 
al. konnten für IGT-Patienten eine leicht erhöhte Serum-TNFα-Konzentration 
feststellen gegenüber NGT-Kontrollen, im Vergleich mit Typ-2-Diabetikern erreichte 
dieser Unterschied sogar Signifikanz [165]. Ebenso beobachteten Nilsson und 
Kollegen signifikant höhere TNFα-Werte im Blut von Patienten mit Diabetes mellitus 
Typ 2, die je nach Grad des Übergewichts des Patienten stärker oder weniger stark 
ausgeprägt waren [166]. 
Bei der Untersuchung der Serum-Konzentration von MCP-1 in Patienten mit gestörter 
Glukosetoleranz oder Diabetes mellitus konnten in mehreren Studien ebenfalls 
signifikant höhere Werte für diese Patientengruppen nachgewiesen werden im 
Vergleich mit gesunden Kontrollpersonen [162, 167, 168]. Auch dies steht im 
Gegensatz zu den in den in vitro - und ex vivo - Versuchen gewonnenen 
Erkenntnissen. So zeigt sich auch für MCP-1 eine insignifikante Erniedrigung der 
Konzentration in den Überständen der Zellversuche der IGT-Gruppe gegenüber der 
NGT-Gruppe (siehe 4.2.3). 
Die Unterschiede in den Ergebnissen der aufgeführten Studien mit den 
durchgeführten ex vivo - Versuchen beruhen annehmbar auf mehreren Ursachen. So 
kann eine generelle Erhöhung der TNFα-Konzentration im Blut durch 
unterschiedlichste Stimulationen bedingt sein, für deren Großteil wahrscheinlich nicht 
die spezifische Sekretion durch Makrophagen der atherosklerotischen Läsionen 
verantwortlich ist. Zweitens stellt die Untersuchung der Zytokinausschüttung der 
Makrophagen im ex vivo - Versuch nach einstündiger Koinkubation mit LDL nur einen 
winzigen Schritt der gesamten Atherogenese dar, in deren Verlauf erst das 
Zusammenspiel mehrerer Zellarten, insbesondere Immun-, Endothel-, Fett- und 
Muskelzellen sowie einer Vielzahl Chemokine, darunter MCP-1, IFNγ, TNFβ [169] für 
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die Erhaltung und Progression der Läsionen sorgt. In diesem Wechselspiel kommt es 
nach Studienlage zu einer Erhöhung der Blutkonzentration der genannten Zytokine, 
auf die die, in den in vitro - Versuchen nachgewiesene, signifikante Suppression 
wahrscheinlich einen zu geringen Einfluss ausübt.
Trotzdem weisen die Ergebnisse der in vitro - und ex vivo - Versuche auf eine 
Herunterregulation der Freisetzung der Zytokine TNFα und MCP-1 in Makrophagen 
nach oxLDL-Inkubation und somit anti-inflammatorische Wirkung hin, die 
möglicherweise über PPARγ vermittelt wird. Anders als die in vitro - Versuche zeigt 
sich in den ex vivo durchgeführten Experimenten zumindest für MCP-1 eine 
signifikant negative Korrelation mit dem Transkriptionsfaktor PPARγ in der Gruppe 
der IGT-Patienten (siehe 4.2.4).
5.3 Methodenkritik
Die bis hierhin diskutierten Ergebnisse im in vitro - und ex vivo - Versuchsteil konnten 
die Erkenntnisse anderer Studien bestätigen, teilweise ergänzen und in vielen 
Aspekten erweitern. Dennoch traten in der Versuchsdurchführung und bei der 
Anwendung der beschriebenen Methoden Probleme und Schwierigkeiten auf, die für 
eine Fortführung der Versuche und möglicherweise Ausdehnung der untersuchten 
Gene für zukünftige und weitergehende Experimente verbessert werden sollten. 
Selbst nach Quantifizierung der mRNA-Expression per Real-Time-PCR unter 
Verwendung des LightCyclers®, als eine der modernsten und genauesten der zur 
Verfügung stehenden Methoden, erwies sich die Ermittlung der PPARγ-Expression 
aufgrund der äußerst geringen mRNA Konzentration als teilweise unmöglich. Eine 
Verbesserung in der Gewinnung der mRNA, möglicherweise über den 
Zwischenschritt der Extraktion totaler RNA, scheint deshalb geboten, um die für die 
Quantifizierung am LightCycler® zur Verfügung stehende Menge zu erhöhen. 
Weiterhin erwies sich die Anzahl der benötigten Analyse-Schritte von der Zellzucht 
bis zur finalen Quantifizierung der mRNA als sehr aufwändig und dadurch teilweise 
zu vielen äußeren, auch manuellen Einflüssen, unterworfen. Eine Zusammenfassung 
einzelner Schritte im Versuchsprozess erscheint geboten, z.B. durch Einführung 
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einer One-Step PCR am LightCycler®, die cDNA-Synthese und Quantifizierung als 
einen Versuchsschritt umfasst. 
Die Wahl des GAPDH-Gens als interner Standard mit konstanter Expression pro 
Zelle, wie sie zwar in vielen vergleichbaren Versuchen häufig getroffen wird, ist in der 
Fachwelt dennoch umstritten. Es gibt zahlreiche Hinweise, dass dieses sogenannte 
Housekeeping-Gen unter verschiedensten Einflüssen, dazu zählt unter anderem 
auch oxidativer Stress, unterschiedliche Transkriptionsraten aufweist und somit kein 
stabiles Vergleichsgen darstellt [170]. Auch in den hier durchgeführten 
Untersuchungen konnten teilweise erhebliche Schwankungen der GAPDH-
Expression beobachtet werden, wie auch in den anderen betrachteten Genen, 
jedoch zeigte sich nach Standardisierung auf GAPDH jeweils ein relativ konstantes 
Ergebnis, welches in den Vorversuchen besser reproduzierbare Werte lieferte als ein 
Vergleich mit Zellzahl oder mRNA-Konzentration. Mögliche Alternativen, wie die 
Quantifizierung von beta-Actin oder ribosomaler RNA sowie die photometrische 
Bestimmung der totalen RNA-Konzentration, sollten in zukünftigen Versuchen auf 
ihre Verwendbarkeit geprüft werden, weisen aber wie GAPDH jeweils spezifische 
Vor- und Nachteile auf [170].
Ein generelles Problem des molekularbiologischen Versuchsansatzes war es, dass  
in der Auswertung die eigentlichen proteinchemischen Vorgänge in der Zelle nicht 
berücksichtigt werden konnten. So war es nicht möglich die Aktivierung von PPARγ
zu erfassen, die wahrscheinlich quantitativ bedeutsamer ist, als dessen Induktion. 
Genauso wenig konnten Aussagen über die Rezeptorexpression auf der 
Zelloberfläche getroffen werden, so dass für weitergehende Schlüsse eine 
gleichbleibende mRNA-Stabilität ohne zusätzliche Regulationsmechanismen 
angenommen werden muss.
Die Inkubationszeit von 1h im ex vivo - Versuchsteil, die aufgrund von signifikanten 
Ergebnissen in ähnlichen Experimenten [85] gewählt worden war, stellt in Anbetracht 
der Ergebnisse der in vitro - Versuche wahrscheinlich nicht das Optimum dar. Eine 
längere Inkubation von 12 h oder 24 h hätte möglicherweise stärkere Induktionen der 
betrachteten Gene zur Folge gehabt, verbunden mit dem Auftreten stärker 
signifikanter Ergebnisse in der Auswertung.
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Natürlich werfen beantwortete Fragen auch immer wieder neue Unklarheiten auf, die 
es verdienen, in zukünftigen Untersuchungen näher ergründet zu werden. So stellt 
sich nach den Versuchen die Frage, ob sich der Cholesterolgehalt der Makrophagen 
im Sinne einer Entwicklung von Schaumzellen wirklich erhöht hat. Ebenso sollte 
geklärt werden, ob der Zusatz von HDL zum Versuchsmedium andere 
Regulationsmechanismen zur Folge hat und eine Induktion der Scavenger 
Rezeptoren verhindert. Auch sollte untersucht werden, ob die Modifizierung der LDL 
in den ex vivo - Versuchen einzig oxidativ bedingt ist oder ob andere Prozesse, z.B. 
eine Glykierung, ebenso eine Rolle spielen. Für zukünftige Experimente könnten die 
Versuche auf zusätzliche Gene ausgeweitet werden, z.B. ABC-AI, als möglicher 
Vermittler des Cholesterol-Efflux oder NFκB als Regulator der Entzündungsreaktion.
Insgesamt gesehen zeigte der gewählte Versuchsansatz jedoch stabile Ergebnisse 
und ermöglicht durch die Betrachtung der Expressionsrate mehrerer Gene der Zelle 
zu einem Zeitpunkt eine hervorragende Möglichkeit, das Zusammenspiel einzelner 
Faktoren als System zu betrachten und daraus neue Erkenntnisse bezüglich der 
Regulation zu gewinnen. 
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6 Zusammenfassung
Ziel dieser Dissertationsschrift war es, die Effekte des oxidativen Stresses in Form 
von oxLDL auf die Expression der atherogenen Scavenger-Rezeptoren CD36, SR-
BI, des Transkriptionsfaktors PPARγ und pro-inflammatorischer Zytokine zu 
untersuchen. 
Die durchgeführten Untersuchungen beruhen auf der Annahme, dass modifizierte 
LDL durch Induktion der genannten Scavenger-Rezeptoren und nachfolgende 
unregulierte Aufnahme in Makrophagen mit Bildung von Schaumzellen entscheidend 
zur Entwicklung einer Atherosklerose beitragen. Dabei scheint vor allem die im 
Rahmen des oxidativen Stresses auftretende oxidative Modifizierung der LDL eine 
Rolle zu spielen. Oxidativem Stress wird in der Pathogenese vieler Krankheiten eine 
Bedeutung zugesprochen, deren pathobiochemische Grundlagen jedoch noch nicht 
vollständig geklärt sind und zu deren Erforschung diese Dissertation beitragen sollte.
Im ersten Versuchsteil wurden deshalb in vitro – Versuche zu Expressionsraten oben 
genannter Rezeptoren durchgeführt. Dabei wurden Hypochlorit-oxidierte LDL 
genutzt, denen im Gegensatz zu den in vielen Versuchen verwendeten Kupfer-
oxidierten LDL auch in vivo eine pathophysiologische Relevanz zukommt.
Desweiteren ist bekannt, dass Diabetiker neben einem hohen Risiko an 
Atherosklerose zu erkranken, auch laborchemisch erhöhte Marker des oxidativen 
Stresses zeigen, inklusive einer gesteigerten Menge an zirkulierenden oxLDL. Im 
zweiten Versuchsteil wurde deshalb ex vivo untersucht, inwiefern LDL, gewonnen 
von Patienten im prädiabetischen Stadium der gestörten Glukosetoleranz, ähnliche 
Auswirkungen auf die Expression von Scavenger-Rezeptoren zeigen, wie in den mit 
Hypochlorit-oxidierten LDL durchgeführten in vitro - Untersuchungen beobachtet 
werden konnte. 
Es zeigte sich, dass CD36, der für die Aufnahme von oxidativ modifizierten LDL als 
der bedeutendste Rezeptor gilt, durch Hypochlorit-oxidierte LDL stark induziert wird. 
Zusammengenommen mit der ebenfalls beobachteten Heraufregulation des 
Transkriptionsfaktors PPARγ, sowie der signifikanten Korrelation beider Gene kann 
damit für Hypochlorit-oxidierte LDL eine atherogene Wirkung nachgewiesen werden. 
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Die Ergebnisse bestätigen zudem die von Nagy und Tontonoz zuerst beschriebene 
Feed-Forward-Schleife, bei der oxidative LDL über Induktion und Aktivierung von 
PPARγ die Expression von CD36 erhöhen, mit nachfolgender unregulierter 
Aufnahme von Cholesterolestern in Makrophagen und subsequenter Bildung von 
Schaumzellen. 
Die Versuche zeigen zudem, dass der Scavenger-Rezeptor SR-BI, obwohl strukturell 
stark mit CD36 verwandt, eine differentielle Regulation aufweist und durch oxidativ 
modifizierte LDL signifikant supprimiert wird. Eine Induktion durch PPARγ, wie sie 
eindrucksvoll bei CD36 beobachtet werden kann, ist für SR-BI in den in vitro -
Versuchen nicht vorhanden. Mit der in vielen Studien SR-BI, jedoch nicht CD36 
zugesprochenen Funktion als Vermittler des HDL-Membranstransports gehen damit 
auch unterschiedliche Regulationsmechanismen einher. 
Die Ausschüttung pro-inflammatorischer Zytokine in murinen Makrophagen wurde 
durch Hypochlorit-oxidierte LDL im Vergleich mit nativen LDL signifikant vermindert, 
eine Assoziation mit dem Transkriptionsfaktor PPARγ konnte nicht gefunden werden.
Die für die ex vivo - Versuche untersuchten Gruppen der insgesamt 40 Probanden 
mit gestörter und normaler Glukosetoleranz wiesen, mit Ausnahme eines 
pathologischen Glukosetoleranztests für IGT-Patienten, in der klinischen 
Untersuchung, beim Vergleich der Laborparameter, ebenso wie in der 
Zusammensetzung der LDL keine signifikanten Unterschiede auf. Dennoch fand sich 
eine signifikante Erhöhung der CD36-Expression in Makrophagen schon nach 
einstündiger Inkubation mit LDL aus IGT-Patienten im Vergleich zu LDL von 
Probanden mit normaler Glukosetoleranz. 
Für die Expressionsraten von SR-BI, PPARγ und die Zytokinausschüttung konnten 
nur marginale Unterschiede zwischen den Probandengruppen erfasst werden. Auch 
in den ex vivo – Untersuchungen wiesen eine insignifikante PPARγ - Erhöhung und 
eine positive Korrelation zwischen PPARγ und CD36 auf die Existenz und 
Aktivierung der beschriebenen atherogenen Feed-Forward-Schleife auch in IGT-
Patienten hin.
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Zusammenfassend unterstreicht diese Dissertationsschrift die Bedeutung des 
oxidativen Stresses in der Entwicklung der Atherosklerose, indem erstmals auch für 
das pathophysiologisch relevante Hypochlorit-oxidierte LDL eine deutliche 
Expressionssteigerung des Scavenger-Rezeptors CD36 und des Transkriptionsfaktor 
PPARγ nachgewiesen werden konnte. 
Zudem zeigen die Experimente, dass bereits bei Patienten im Vorstadium des 
Diabetes mellitus Typ 2 funktionelle Veränderungen der LDL eingetreten sind, die zu 
einer verstärkten Atherosklerose führen können und die denen gleichen, die durch 
künstlich oxidierte LDL ausgelöst werden. Die Versuche liefern damit eine mögliche 
Erklärung für den bereits epidemiologisch nachgewiesenen Zusammenhang 
zwischen oxidativem Stress, Atherosklerose und Diabetes mellitus.
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12 Thesen
1. Oxidativem Stress, definiert als Ungleichgewicht zwischen oxidativen und 
antioxidativen Prozessen im Organismus, wird eine Rolle in der Pathogenese 
vieler Krankheiten zugesprochen, darunter auch Diabetes mellitus und 
Atherosklerose.
2. In der Atherogenese gilt v.a. die oxidative Modifizierung von Low Density 
Lipoproteinen (oxLDL) als entscheidender Schritt zur Induktion von 
Scavenger-Rezeptoren, die die unregulierte Aufnahme der Lipoproteine in 
Makrophagen der Arterienintima vermitteln, mit nachfolgender Bildung von 
Schaumzellen.
3. Patienten, die unter Diabetes mellitus Typ 2 leiden, weisen erhöhte 
Konzentrationen von Markern des oxidativen Stresses sowie eine Erhöhung 
von zirkulierenden oxLDL auf. Auch bei Patienten im Stadium der gestörten 
Glukosetoleranz (IGT), dem Vorstadium des Diabetes mellitus Typ 2, wurden 
gesteigerte oxLDL-Konzentrationen im Blut nachgewiesen.
4. Ziel dieser Dissertationsschrift war es, die Effekte des oxidativen Stresses, in 
Form von oxLDL, auf die Expression der atherogenen Scavenger-Rezeptoren 
CD36, SR-BI, des Transkriptionsfaktors PPARγ und pro-inflammatorischer 
Zytokine zu untersuchen. 
5. Die Untersuchungen erfolgten durch Inkubation von murinen Makrophagen 
(RAW 264.7) mit in vitro Hypochlorit-oxidierten LDL und ex vivo mit LDL 
gewonnen durch Extraktion aus dem Plasma von IGT-Patienten. Als Kontrolle 
wurden native LDL (natLDL) von Probanden mit normaler Glukosetoleranz 
(NGT) verwandt.
6. Die Expressionsraten wurden molekularbiologisch ermittelt durch Extraktion 
der mRNA aus den mit LDL koinkubierten RAW 264.7-Zellen und 
nachfolgender cDNA-Synthese sowie Real-time PCR am LightCycler®. Als 
externer Standard wurde das sogenannte Housekeeping-Gen GAPDH 
benutzt.
7. In Untersuchungen mit in vitro - oxidierten LDL zeigte sich eine starke 
Induktion der Expression von CD36, dem quantitativ bedeutendsten Rezeptor 
zur Aufnahme von oxLDL in Makrophagen.
8. Für den Transkriptionsfaktor PPARγ konnte im in vitro - Versuch eine 
insignifikante Induktion durch oxLDL festgestellt werden sowie eine 
signifikante positive Korrelation von PPARγ und CD36.
9. SR-BI, dem zusätzlich eine Funktion im Cholesterol-Efflux und dem reversen 
Cholesteroltransport zugesprochen wird, zeigte trotz starker struktureller 
Ähnlichkeit mit CD36 eine differentielle Regulation. SR-BI wurde in der           
in vitro - Untersuchung nach langen Inkubationszeiten durch hohe 
Konzentrationen von oxLDL signifikant supprimiert und wies im Gegensatz zu 
CD36 auch keine Korrelation mit dem Transkriptionsfaktor PPARγ auf.
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10.Bei der Untersuchung der pro-inflammatorischen Zytokinausschüttung konnte 
nach Inkubation mit in vitro Hypochlorit-oxidierten LDL eine signifikant 
geringere Freisetzung von TNFα und MCP-1 beobachtet werden im Vergleich 
zur Inkubation mit nativen LDL. Eine Korrelation mit PPARγ war nicht 
vorhanden.
11.Zusammenfassend zeigen die in vitro - Versuche eine pro-atherogene 
Induktion des Scavenger-Rezeptors CD36 durch Hypochlorit-modifizierte LDL 
in Makrophagen und bestätigen die von Nagy und Tontonoz 1998 zuerst 
beschriebene Feed-Forward-Schleife, bei der oxLDL über Induktion und 
Aktivierung von PPARγ die Expression des Scavenger-Rezeptors CD36 
erhöhen und die somit durch unregulierte Aufnahme von Cholesterol in Zellen 
zur Atherogenese beiträgt. 
12.Der CD36 strukturell ähnliche Rezeptor SR-BI hingegen wird zeit- und 
konzentrationsabhängig differentiell reguliert. Die durch hohe oxLDL-
Konzentrationen induzierte Suppression des Rezeptors kann unter Annahme 
seiner möglichen Funktion im Cholesterol-Efflux ebenfalls zum Anstieg der 
intrazellulären Cholesterolmenge und damit zur Bildung von Schaumzellen 
führen.
13.Die in einer an der TU Dresden durchgeführten Studie untersuchten Gruppen 
von insgesamt 40 Probanden mit normaler (NGT) und gestörter (IGT) 
Glukosetoleranz wiesen, mit Ausnahme eines pathologischen Glukose-
toleranztests für IGT-Patienten, weder in der klinischen Untersuchung, noch 
beim Vergleich der Laborparameter oder der Zusammensetzung der LDL 
signifikante Unterschiede auf.
14.Dennoch zeigte sich im ex vivo - Versuch eine signifikante Erhöhung der 
CD36 - Expression nach nur einstündiger Inkubation von RAW 264.7 - Zellen 
mit LDL der IGT-Probanden im Vergleich zu LDL von Probanden mit normaler 
Glukosetoleranz.
15.Für die Expressionsraten von SR-BI, PPARγ und die Zytokinausschüttung von 
TNFα und MCP-1 konnten in den ex vivo - Untersuchungen nur insignifikante 
Unterschiede zwischen den Probandengruppen ermittelt werden.
16. In den ex vivo - Versuchen wurde, wie in den Untersuchungen mit in vitro -
oxidierten LDL, eine signifikante, positive Korrelation der Expressionsraten 
von PPARγ und CD36 festgestellt, welche auch für IGT-Patienten auf die 
Existenz der beschrieben Feed-Forward-Schleife von CD36 durch PPARγ
hinweist.
17.Der Nachweis von Expressionsveränderungen der Scavenger-Rezeptoren in 
den ex vivo - Untersuchungen lässt eine pro-atherogene Wirkung modifizierter 
LDL bereits in prädiabetischen Stadien vermuten und liefert damit eine 
mögliche Erklärung für den bereits epidemiologisch nachgewiesenen 
Zusammenhang zwischen oxidativem Stress, Atherosklerose und Diabetes 
mellitus.
